﻿ANALITICE DE LABORATOR CLINIC, ed V V Menşikov Tehnologii analitice private în laboratorul clinic Зіс ;дѵ Kmse linic □ X>D) MPDHD JOHN( ІGozSi, kn MlDI analitice de laborator U/M I ^OOL JC N-'Vn > rі în trei volume *! ♦ • * Ț - "/\| ' NII • *■ * * ll -/ ^H*UU o Sub redactia generala V V Menynikova Volumul I Fundamentele Laboratorului Clinic analiză Elemente de lucru de laborator Reactivi Tehnologii și echipamente analitice de bază Evaluarea și alegerea metodelor Asigurarea și controlul calității Oi metode isticheskie Limite de timp pentru analiză Ingineria sigurantei Volumul II Tehnologii analitice private Hematologie, Citologie Imunologie Parazitologie Metode biologice moleculare în microbiologie Controlul de laborator al terapiei medicamentoase Volumul III Tehnologii analitice private Biochimie Microscopia clinică a biofluidelor coagulologie Microbiologie Toxicologie UDC LBC Analize de laborator clinic Volumul II Tehnologii analitice private în laboratorul clinic / Sub redacția lui V V Menshikov; M : Labipform-RAMLD, - - p ISBN - - - "Clinical Laboratory Analytics" este un manual în trei volume care conține atât informații fundamentale despre analizele clinice moderne de laborator (volumul I), cât și descrieri detaliate ale metodelor de cercetare din diferite secțiuni ale medicinei de laborator (vol II și III) Volumul acoperă nu numai domeniile tradiționale ale diagnosticului clinic de laborator - hematologie de laborator, citologie, parazitologie, ci și domenii relativ noi și în curs de dezvoltare rapidă precum imunologia, diagnosticul biologic molecular, monitorizarea medicamentelor de laborator Toate secțiunile oferă informații despre acele metode care alcătuiesc cel mai eficient arsenal analitic al laboratoarelor clinice, inclusiv utilizarea analizoarelor automate și a tehnologiilor fizico-chimice și biologice fine Publicația este destinată angajaților laboratoarelor de diagnostic clinic, studenților și cadeților care studiază medicina de laborator Sub redacția generală a prof Ediţia V V MENSHIKOVA: dr D YU OKUNEV V O AVAKOVA (c) Labinform-RAMLD Pregătit pentru tipărire de către LABINFORM Licenta LR Nr din Semnat spre publicare la februarie Format hârtie x / Hârtie offset Font "Latin* Tristețea compensată Conv cuptor l Tiraj de exemplare Ordinul nr Tipărită la Tipografia Regională Pskov, Pskov, Rizhsky Prospekt, Toate drepturile rezervate Dreptul exclusiv de a publica și distribui această carte pe teritoriul Rusiei și al țărilor CSI aparține editurilor "Labinform" și Moscova otpelenie RAMLD care reproduc sisteme de informații numai cu permisiunea scrisă a editorilor ISBN - - - Clinic analitice de laborator Volumul II Tehnologii analitice private în laboratorul clinic - Hematologie - Citologie - Imunologie - Parazitologie - Metode biologice moleculare în microbiologie - Controlul de laborator al terapiei medicamentoase Moscova - "Labinform" - RAMLD De la Editor Dezvoltarea medicinei de laborator este determinată de progresul științelor fundamentale - fizică, chimie, biologie, genetică și progres tehnic, datorită succesului electronicii și informaticii Analiza de laborator clinic atrage din aceste surse atât noi principii metodologice de cercetare, cât și echipamente analitice mai avansate Drept urmare, arsenalul de capacități analitice ale laboratoarelor clinice de la sfârșitul secolului al XX-lea depășește de multe ori nivelul capacităților lor nu numai la începutul secolului, ci chiar și acum zece ani S-ar părea că secțiunea tradițională a muncii zilnice de laborator - hematologie - dar modul în care abordările analitice s-au schimbat odată cu introducerea din ce în ce mai mare a analizoarelor automate de hematologie laboratoarelor o serie de noi metode care facilitează și clarifică foarte mult diagnosticarea precoce a formelor severe de patologie umană În același timp, alături de noutățile tehnologiilor analitice ale clasei de reacție în lanț a polimerazei, laboratoarele continuă să folosească astfel de mijloace tradiționale de studiu a biomaterialelor, cum ar fi, de exemplu, microscoapele ușoare, a căror istorie datează de la Leeuwenhoek Motivul pentru aceasta este necesitatea de a efectua cercetări în condiții destul de modeste ale laboratoarelor mici în locuri foarte îndepărtate și necesitatea de a crede uneori, cu o metodă manuală fiabilă și un ochi experimentat al unui medic de laborator, corectitudinea rezultatului unei analize efectuate pe o mașină automată Această diversitate (și originalitate) a echipamentelor metodologice și tehnice moderne ale laboratoarelor clinice s-a reflectat și în conținutul celui de-al doilea volum al "Clinical Laboratory Analytics", unde, alături de cele mai recente metode de biologie moleculară pentru studiul virusurilor, cele mai simple metode de detectare protozoare Medicina de laborator se dezvoltă, de asemenea, pe scară largă, răspunzând cerințelor medicinei clinice În volumul prezentat atenției cititorilor, acest lucru se reflectă în apariția unei noi secțiuni de monitorizare a medicamentelor pentru laboratoarele clinice rusești Deși susținătorii limitării activității laboratorului la gama obișnuită de analiți pot exprima nemulțumirea față de apariția unor noi sarcini analitice, totuși, tendințele globale în dezvoltarea medicinei de laborator sunt de natură obiectivă, iar pacienții noștri nu sunt indiferenți dacă doza de medicament administrată este adecvată sarcinilor de tratament eficient Astfel, conform conținutului celui de-al doilea volum al Clinical Laboratory Analytics, care reprezintă doar o fracțiune din tehnologiile clinice și de laborator private, se pot judeca într-o oarecare măsură procesele profunde care au loc în medicina de laborator Editorul și autorii speră că materialul din această carte va contribui la o intrare mai stabilă a tehnologiilor moderne eficiente în activitatea zilnică a laboratoarelor de diagnostic clinice rusești Toate comentariile și sugestiile constructive ale cititorilor vor fi primite cu recunoștință și analizate cu atenție prof V V Menşikov Conţinut De la editor B V Menşikov Metode de cercetare hematologică C Alugovskaya Prelevare de sânge ( ) Hemoglobină ( ) Eritrocite ( ) Analiza celulelor sanguine pe o analiză hematologică de munți ( ) Leucocite ( ) Trombocite ( ) Modificări ale sângelui în leucemie ( ) Măduvă osoasă ( ) Ganglioni limfatici ( ) Studii citologice în diagnosticul clinic de laborator A S Petrova, N Yu Polonskaya, V N Bogatyrev Utilizarea metodelor de cercetare morfologică în citologia clinică Studii efectuate prin metoda citologică ( ) Metode de obținere și natura materialului pentru examen citologic ( ) Livrarea, înregistrarea și etichetarea materialului ( ) Pregătirea lamelor ( ) Fixarea ( ) Tehnica de pregătire a frotiurilor ( ) Metode de bază de colorare a preparatelor citologice ( ) Metode speciale de colorare a preparatelor citologice ( ) Colorarea microorganismelor în frotiuri ( ) Metoda de examinare microscopică a materialului ( ) Procese patologice generale în citologie ( ) Inflamație ( ) Regenerare ( ) ) Semne de malignitate ( ) Termeni folosiți în descrierea și evaluarea tabloului citologic ( ) Tipuri de concluzii citologice ( ) Studii citologice în boli ale diferitelor organe și sisteme ( ) Utilizarea metodelor de cercetare cantitativă (morfometrie computerizată și citometrie în flux) în citologia clinică Introducere în morfologia cantitativă ( ) Utilizarea morfometriei computerizate pentru diagnosticul citologic al tumorilor și proceselor precanceroase ( ) Posibilități și fundamente metodologice ale citofluorometriei în flux ( ) Aplicarea metodei citofluorometriei prin citometrie în flux în studii citologice ( ) Posibilități de analiză paralelă a parametrilor morfometrici și citometrici în flux ai celulelor tumorale ( ) Valoarea prognostică a parametrilor cantitativi individuali ai celulelor tumorale ( ) Metode de imunologie clinică EL Nasonov Caracteristicile generale ale metodelor ( ) Proteinele de fază acută a inflamației ( ) Imunoglobuline ( ) Sistemul complementar ( ) Complexe imune ( ) Crioglobuline ( ) Autoanticorpi ( ) Metode de studiere a imunității celulare ( ) Indicatori de activare endotelială /daune ( ) ) Metode de parazitologie clinică A A Lysenko, A A Krasilnikov Observații generale ( ) Metode de preparare, prelucrare și testare a preparatelor ( ) Sânge ( ) Măduvă osoasă ( ) Lichidul cefalorahidian ( ) Ganglioni limfatici ( ) Fecale ( ) Conținutul duodenal și bilă ( ) Urina ( ) ) Sputa ( ) Secreții ale tractului urinar ( ) Biopsii tisulare ( ) Imunodiagnostic ( ) Metode biologice moleculare pentru detectarea și identificarea agenților infecțioși V M Govorun Detectarea și identificarea Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum prin reacție în lanț a polimerazei ( ) Diagnosticul NID al virusului hepatitei B ( ) Detectarea virusului hepatitei C prin reacția în lanț a polimerazei ( ) Detectarea complexului Mycobacterium tuberculosis prin reacție în lanț a polimerazei ( ) Controlul de laborator al terapiei medicamentoase Proceduri analitice V G Kukes, G V Ramenekaya Determinarea medicamentelor în fluide biologice prin HPLC ( ) Antiinflamatoare nesteroidiene ( ) Antispastice ( ) Stimulante ale SNC ( ) Medicamente care acționează asupra proceselor adrenergice periferice ( ) Antagoniști de ioni de calciu ( ) Antihistaminice ( ) Diuretice ( ) Imunocorectoare ( ) Tranchilizante ( ) Somnifere ( ) Analgezice narcotice ( ) Agenți chimioterapeutici Fluorochinolone ( ) Antibiotice macrolide ( ) Glicozide cardiace ( ) Antiaritmice ( ) Anticonvulsivante ( ) Antipsihotice ( ) Membrii publicației Bogatyrev V N , doctor în științe medicale; Centrul de Cercetare a Cancerului al Academiei Ruse de Științe Medicale, Laboratorul de Citologie Clinică; administrator Govorun V M - Candidat la Științe Medicale; Institutul de Cercetare de Medicină Fizică și Chimică M RF Laboratorul de Inginerie Genetică și Imunogenetică, șef Krasilnikov A A - Candidat la științe medicale Kukes VL, doctor în științe medicale, profesor, membru corespondent al Academiei Ruse de Științe Medicale; MM A im I M Sechenova, Departamentul de Farmacologie Clinică, Șef Lugovskaya S A - Candidat la științe medicale: Academia Medicală Rusă de Învățământ Postuniversitar, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Conf univ Lysenko A Ya - doctor în științe medicale, profesor; Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Departamentul de Boli Tropicale și Parazitare, șef Menshikov V V , doctor în științe medicale, profesor; MM A im, I M Sechenov Laborator Probleme de Diagnostic Clinic și Laborator, șef Nasonov EJL - Doctor în Științe Medicale, Profesor; MM A im LOR Sechenov, Secția de Reumatologie, FPPO, șef Petrova A S - doctor în științe medicale, profesor; Centrul de Cercetare Oncologică al Academiei Ruse de Științe Medicale, Laboratorul de Citologie Clinică, Consultant principal Polonskaya NLO, Doctor în Științe Medicale, Șeful CMM KD L al Policlinicii Nr Ramenskaya GV, - Candidat la Științe Farmaceutice; Institutul de Cercetare a Metodelor Tradiționale de Tratament M RF, Cercetător principal METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Un test de sânge este unul dintre cele mai frecvente teste de laborator Cea mai utilizată așa-numită analiză clinică generală, inclusiv determinarea concentrației hemoglobinei, numărarea numărului de eritrocite și leucocite, indicele de culoare, studiul formulei leucocitelor (procentul diferitelor leucocite) și determinarea vitezei de sedimentare a eritrocitelor (ESR) RECOLECTARE DE SANG Sângele pentru o analiză clinică generală este prelevat de la un pacient de la un deget, venă sau lobul urechii, iar la nou-născuți de la călcâi Prelevarea de sânge este recomandată dimineața pe stomacul gol sau la o oră după un mic dejun ușor, înainte de activitatea fizică și diferite proceduri de diagnosticare Reactivi Soluție % de citrat de sodiu trisubstituit; depozitați - săptămâni, când este tulbure este inutilizabil Soluție transformatoare Soluție izotonică de clorură de sodiu , % soluție de acid acetic % Alcool Iod Echipamente Lănci de injecție sterile + scarificatoare de unică folosință Eprubete Pipete volumetrice cu un volum de µl Capilare din aparatul Panchenkov Pipete volumetrice cu un volum de și ml, biurete sau pipete Lame, sticlă șlefuită pentru pregătirea frotiurilor de sânge Metode de prelevare a sângelui Prelevarea de sânge trebuie efectuată în mănuși de cauciuc, respectând regulile de asepsie, tratând mănușile cu alcool al -lea înainte de fiecare captură Înainte de puncție, pielea degetului subiectului este tratată cu un tampon steril (bule de bumbac) umezit cu alcool % După prelevarea sângelui, pe suprafața plăgii se aplică un nou tampon steril umezit cu alcool ' Cu utilizarea repetată a scarificatoarelor, după tratamentul de dezinfecție, acestea trebuie sterilizate la căldură uscată timp de oră la ° C sau autoclavate timp de de minute la , atm , sau fierte timp de de minute În acest din urmă caz, scarificatoarele sunt depozitate în alcool etilic, sunt îndepărtate cu ajutorul unei pensete într-o soluție dezinfectantă Prelevarea de sânge pentru studii hematologice poate fi efectuată în moduri I După o puncție cu degetul, câteva picături de sânge (ns mai puțin de - ) sunt coborâte pe un spectru individual de subiect (orar), amestecate și utilizate pentru lucru Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE II Sângele de la suprafața degetului este colectat secvenţial cu un capilar individual, steril, pre-calibrat, cu un volum de μl și un capilar Panchenkov III Utilizarea sângelui prelevat pentru a determina viteza de sedimentare a eritrocitelor (vezi mai jos) Rezultatele obţinute sunt înmulţite cu un factor de conversie de , IV După perforarea pielii unui deget, - picături de sânge sunt coborâte într-un tub de plastic, în care a fost adăugată anterior o cantitate mică de Trilon B ( , - , mg per ml de sânge) sau într-un plastic special de unică folosință tuburi tratate cu K EDTA (Sarstedt ", "Becton Dick însori", etc ) Materialul pentru analiza de sânge este pregătit după cum urmează: Reactivii corespunzători sunt turnați în eprubete în avans: pentru a determina ESR, reactivul este colectat (până la marcajul ) în capilarul Panchenkov; pentru a determina concentrația de hemoglobină - ml de reactiv ; pentru numărarea numărului de eritrocite - ml reactiv , pentru numărarea numărului de leucocite - , ml reactiv După ce ștergeți cu grijă pielea pulpei degetului (de preferință al patrulea deget) cu o vată umezită cu alcool, se face o injecție cu o suliță sterilă până se oprește (la adâncimea de - mm) Prelevarea de sânge se efectuează prin una dintre metodele de mai sus Pentru a număra numărul de eritrocite, µl de sânge sunt suflați în fundul tubului cu reactiv și pipeta este spălată de mai multe ori în stratul de lichid superior (diluție : ) Pentru a număra leucocite, µl de sânge sunt suflați în fundul tubului cu soluția și pipeta este spălată de mai multe ori în stratul de lichid superior (diluție : ) Pentru a determina concentrația de hemoglobină, µl de sânge sunt suflați în fundul tubului cu soluția și pipeta este spălată de mai multe ori cu supernatant (diluție : ) Pentru a determina ESR, sângele este extras în capilar, spălat în reactivul , de două ori până la marcajul ( de diviziuni) și suflat cu grijă într-o eprubetă cu soluție de citrat de sodiu (raportul dintre sânge și reactiv este de : ) ), tubul este agitat Pentru a studia formula leucocitelor, se pregătește morfologia eritrocitelor, leucocitelor, trombocitelor, frotiurilor de sânge: se șterg locul injectării cu o minge de vată uscată și se aplică o picătură de sânge pe o lamă de sticlă uscată, fără grăsimi apoi pregătiți rapid frotiuri subțiri cu ajutorul sticlei șlefuite, a cărei margine mișcă rapid o picătură de sânge de-a lungul lamei de sticlă Notă un test de sânge trebuie să înceapă strict cu o diluție pentru eritrocite, deoarece lucrările suplimentare privind determinarea numărului de leucocite și a conținutului de hemoglobină sunt asociate cu utilizarea de reactivi care lizează eritrocitele În prezent, în legătură cu utilizarea analizoarelor hematologice în CD I, sângele venos a fost utilizat pentru analiza clinică generală METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Iau sânge dintr-o venă în eprubete sau seringi speciale din plastic de unică folosință tratate cu anticoagulant KgEDTA la o concentrație de , - , mg la ml de sânge Este necesar imediat după luarea sângelui să închideți eprubeta și de mai multe ori, fără a se agita, amestecați bine sângele, răsturnându-l Amestecarea sângelui evită formarea de cheaguri, a căror prezență denaturează rezultatele studiului Literatură Instrucțiuni privind măsurile de prevenire a răspândirii bolilor infecțioase atunci când se lucrează în laboratoarele de diagnostic clinic ale instituțiilor medicale M, , K) p HEMOGLOBINĂ Hemoglobina este principalul pigment respirator al eritrocitelor, care aparține lame rotsida și asigură țesuturilor oxigen; constă dintr-o proteină - globină și hem - un compus al protoporfirinei IX cu fier Acesta din urmă conferă hemoglobinei culoarea caracteristică Atașarea la hem a diferitelor grupe chimice este însoțită de o schimbare a culorii, iar determinarea concentrației de hemoglobină din sânge se bazează și pe aceasta Conținutul de hemoglobină Studiul conținutului de hemoglobină din sânge (gmoglobinometrie) include determinarea hemoglobinei și a derivaților săi, care sunt prezente în sângele persoanelor sănătoase sau apar în diferite stări patologice La persoanele sănătoase, hemoglobina din sânge este în principal sub formă de oxihemoglobină, hemoglobină redusă și o cantitate mică de methemoglobină, carboxihemoglobină și verdoglobină Ca metodă de determinare a hemoglobinei, se utilizează metoda hemiglobincianidelor care utilizează aceton cianohidrina Principiu Hemoglobina este oxidată la methemoglobină (hemiglobină) cu fericianură de potasiu (sare roșie a sângelui); se determină colorimetric cianmethemoglobina colorată (cianura de hem şi globină) formată cu aceton cianohidrina Concentrația de hem și globină cyan și da, egală cu , mg/l, corespunde la i hemoglobină r litru de sânge Reactivi Soluție transformatoare: acetonă cianohidrina , mg; cianura de fier de potasiu - , g; bicarbonat de sodiu - g; apă distilată - până la I l Soluția este galbenă, transparentă Nepotrivit pentru decolorare sau precipitare Stabil timp de câteva luni atunci când este depozitat într-un recipient de sticlă închis la culoare, la temperatura camerei Soluție de calibrare și emiglobincianidă În prezent, multe companii produc seturi de reactivi pentru determinarea concentrației de hemoglobină (NPO Renam, CJSC Medlakor, Lahema etc ), folosind soluții de hemiglobină-cianură de diferite concentrații Valorile exacte ale concentrației de cianură de hemiglobină și hemoglobină pentru fiecare serie specifică sunt indicate în pașaportul trusei Echipament special Fotoelectrocolorimetru (KFK KFK MP, KFK- ) spectrofotometru sau smoglobinometru de orice marcă ("Mini Gem " de la Gekhnomedika și alții) Progresul definirii Se adaugă µl de sânge (diluție : ) la ml de soluție de transformare într-o eprubetă Conținutul eprubetei este atent Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Se amestecă și se lasă să stea minute Măsurat pe un fotoelectrocolorometru la o lungime de undă de nm (pentru SF) sau - nm (filtru de lumină verde pentru FEC) într-o cuvă cu o lungime a căii optice de mm față de o probă martor (soluție de transformare) Calculul conținutului de hemoglobină se realizează conform graficului de calibrare, construit pe puncte; pe hârtie milimetrică de-a lungul abscisei orizontale, concentrațiile de hemoglobină sunt reprezentate în g/l indicat în pașaport și corespunzător conținutului de ace hem de cianura de obină în fiole Pe axa verticală a axei y sunt trasate valorile de absorbție sau citirile hemoglobinometrului obţinut prin măsurarea soluţiei corespunzătoare de cianură de hemiglobină Graficul de calibrare trebuie să fie o linie dreaptă pornind de la origine Obținerea unei linii curbe în locul unei linii drepte înseamnă că au fost făcute erori în lucrare sau că dispozitivul este defect Un factor este calculat din curba de calibrare construită pentru acest instrument care este folosit pentru un fotometru programabil sau la calcularea unui tabel Dacă SF vă permite să selectați o lungime de undă de nm spectrofotometria directă a amestecului de reacție ( ml de soluție de transformare + µl de sânge) poate fi utilizată pentru măsurarea hemoglobinei Valoarea de absorbtie obtinuta se inmulteste cu un factor de , si se obtine concentratia hemoglobinei in g/l În studiul hemoglobinei pe un dispozitiv cu o lungime de undă de - nm, calculul conținutului de hemoglobină se efectuează conform graficului de calibrare tabelul Valori normale ale hemoglobinei Varsta Hemoglobina (i/l) Sânge din cordonul ombilical - zi - Ziua - zile - lună - luni - luni - luni - luni - luni - - ani - ani - - ani - - ani M: - F: - ani M: - J - M: - F: - - ani M: - F: - - și oda M: - F: - METODE DE STUDII HEMATOLOGICE unsprezece semnificație clinică O scădere a concentrației de hemoglobină din sânge este principalul simptom de laborator al anemiei În același timp, conținutul de hemoglobină variază foarte mult în funcție de forma anemiei și de gradul acesteia Asa de cu anemie cu deficit de fier, majoritatea pacienților au o scădere relativ moderată a hemoglobinei O scădere semnificativă a concentrației de hemoglobină în sânge este caracteristică pierderii acute de sânge, anemie hipoplazică, anemie hemolitică în stadiul de criză hemolitică, recidivă a deficitului de Ві anemie Cu toate acestea, trebuie avut în vedere că diagnosticul de anemie nu poate fi efectuat în niciun caz numai pe baza determinării concentrației de hemoglobină în sânge Acest studiu stabilește doar faptul prezenței anemiei Pentru a clarifica natura sa, este necesar să se studieze numărul de eritrocite, indicele de culoare, alți indici calculați ai eritrocitelor și morfologia eritrocitelor O creștere a concentrației de hemoglobină în sânge poate fi observată în bolile mieloproliferative și eritrocitoza simptomatică asociată cu diferite afecțiuni Dintre bolile mieloproliferative, cea mai caracteristică creștere a hemoglobinei în eritremie, a cărei concentrație poate fi în intervalul - g/l Pentru diagnosticarea eritremiei, este important să se studieze numărul de eritrocite, leucocite și trombocite din sânge, care, de regulă, cresc cu această boală Eritrocitoza reactivă simptomatică poate fi absolută (datorită proliferării elementelor de eritropoieză) și relativă (hemoconcentrație) O creștere fiziologică a conținutului de hemoglobină este caracteristică nou-născuților Literatură - Enciclopedia Testelor de Laborator Clinic, ed N Type, M , Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , Fracții de hemoglobină Molecula de hemoglobină a unui adult sănătos este eterogenă Fracția principală a hemoglobinei, hemoglobina A - reprezintă aproximativ % din totalul hemoglobinei: % este în fracțiuni mici; , % este hemoglobina A? și , % hemoglobină F Hemoglobinele diferă între ele prin compoziția de aminoacizi La nou-născuți, hemoglobina F este de %, iar la - luni ajunge la dimensiunea unui adult Hemoglobina G diferă de hemoglobina A prin rezistența sa semnificativă la acțiunea alcalinelor Diferența chimică constă în structura podelei și a lanțurilor peptidice ale globinei: în hemoglobina A există cx- și ( -lanțuri (" (Zg), în hemoglobina F - ( -lanțurile sunt înlocuite cu y-) lanțuri (cx noduri) Metoda cântărețului ( ) Principiu Determinarea se bazează pe rezistența la alcali și moglobina F: hemoglobina A este denaturată cu alcali, iar F se determină spectroscopic Reactivi eu Soluție de sodă caustică / N (pH , ); depozitat într-un vas cerat în frigider Soluție de sulfat de amoniu; Adaug la g de amoniu (NH ) SO !' ml apă distilată, se lasă să stea și Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ml din această soluție se amestecă cu un volum egal de apă distilată Apoi se adaugă ml de HCL N la ml de soluţie pe jumătate saturată, soluţie de citrat de sodiu % Echipament special Spectrofotometru Progresul definirii Prepararea unei soluții de hemoglobină - hemolizat: , - ml de sânge de testat se pun într-o eprubetă cu ml soluție de citrat de sodiu %, se amestecă și se centrifugează timp de minute la rpm Stratul superior este aspirat și eritrocitele sunt spălate din nou de - ori prin centrifugare până când stratul de supernatant este complet decolorat Apoi adăugați un volum egal de apă distilată în sediment, amestecați bine centrifugat timp de - min la rpm Stratul superior selectat este examinat Hemolizatul poate fi păstrat la frigider câteva săptămâni În ml de apă distilată, se diluează , ml de hemolisat cu o concentrație aproximativă de g% ( g/l) Se determină conținutul total de hemoglobină (A + E) pe un spectrofotometru la o lungime de undă de nm într-o cuvă cu un grosimea stratului de cm Pentru izolarea hemoglobinei F într-o eprubetă cu , ml de / N soluție de hidroxid de sodiu, pusă în prealabil într-o baie de apă timp de minute la ° C, se toarnă rapid , ml de hemolizat, se agită energic în baie de apă timp de s, apoi se pornește cronometrul După minut, se adaugă , ml de soluție de sulfat de amoniu Amestecul se amestecă bine prin răsturnarea tubului de până la ori și apoi se filtrează printr-un strat dublu de filtre cu desăvârșire Hemoglobina A ramane pe filtru, iar filtratul contine hemoglobina F care se determina spectroscopic in aceleasi conditii ca o solutie de hemoglobina totala Se efectuează și un experiment "martor" - se determină stingerea unui amestec de , ml de / N sodă caustică, , ml soluție de sulfat de amoniu și , ml apă Calculul cheltuielilor "după formula: x -=% hemoglobină F unde este stingerea soluției totale de hemoglobină; E - stingerea unei soluții de hemoglobină F; - stingerea unei probe "martor" O idee mai puțin exactă a conținutului de hemoglobină F este dată de un studiu citochimic (metoda lui Vetke) semnificație clinică O creștere a hemoglobinei F este un criteriu important pentru diagnosticul p-talasmiei, în care crește și conținutul de hemoglobină A Un număr deosebit de mare de hemoglobină F poate fi de până la - % cu P-talasemie homozigotă În talasemia P heterozigotă, conținutul de hemoglobină F poate fi normal sau moderat crescut ( , - %) Cu toate acestea, trebuie avut în vedere că o creștere a hemoglobinei F nu este specifică pentru β-talasemie Apare sub diferite forme de anemie: alte anemii hemolitice, anemie feripriva, anemie hipoplazica, leucemie si alte afectiuni insotite de hipoxie METODE DE STUDII HEMATOLOGICE pentru ea Este posibil ca creșterea hemoglobinei F în aceste boli să se dezvolte compensatorie Hemoglobina A diferă de hemoglobina A prin migrarea mai lentă în timpul electroforezei, pe care se bazează metodele de determinare a acesteia Structura chimică a lanțurilor polipeptidice ale globinei din hemoglobina Ag este caracterizată prin prezența a două lanțuri oc și două lanțuri (ag, d) Studiul hemoglobinei Ag este cel mai informativ atunci când se utilizează electroforeza pe acetat de celuloză Semnificație clinică O creștere a conținutului de hemoglobină Ag este caracteristică P-talazemiei; în forma heterozigotă a bolii, conținutul de Ag este de , - , % Literatură Enciclopedia Testelor Clinice de Laborator, ed P Tica, M Ghid de hematologie, ed A I Vorobeva, M Forme patologice ale hemoglobinei Până în prezent, sunt cunoscute peste de forme de hemoglobine patologice care diferă de cele normale în structura podelei și lanțul peptidic al globinei când unul sau mai mulți aminoacizi sunt înlocuiți cu alții sau absenți Cea mai frecventă patologie ereditară este hemoglobinopatia S (anemia cu celule secera), care poate fi confirmată prin teste pentru celule roșii secera Studiul hemoglobinelor patologice este laborios și se realizează în laboratoare specializate eritrocite Eritrocitele reprezintă cea mai numeroasă populație celulară În fluxul sanguin în condiții fiziologice normale, eritrocitul are forma unui disc biconcav Substanța uscată a unui eritrocit conține aproximativ % hemoglobină restul de % este reprezentat de alte proteine, lipide, enzime Funcția principală a eritrocitelor este de a furniza țesuturilor oxigen și de a transporta dioxid de carbon Aceștia sunt implicați în menținerea echilibrului ion tampon-apă, interacționează cu complexele imune circulante prin receptorii Fc ai membranei celulare și au proprietăți antigenice Speranța de viață a eritrocitelor este de - de zile, acestea sunt distruse de macrofagele splinei Numărarea numărului Numărarea eritrocitelor din sânge se efectuează prin două metode - într-o cameră de numărare și un analizor hematologic Metoda camerei de numărare Principiu Numărarea eritrocitelor cu un microscop pop într-un anumit număr de pătrate ale grilei de numărare și recalcularea la μl de sânge, pe baza volumului de pătrate și a diluției sângelui Reactivi, soluție de clorură de sodiu , % Echipament special Camera de numărare a lui Goryaev microscop Cursul studiului Sângele testat este diluat de de ori Pentru aceasta in Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Într-un tub uscat se măsoară ml de reactiv sau Se colectează µl de sânge cu o pipetă Vârful pipetei este șters cu hârtie de filtru sau tifon și sângele este suflat pe fundul eprubetei; pipeta se spală bine în stratul superior al lichidului, se recoltează din nou și se suflă în eprubetă, conținutul tubului se amestecă și se lasă să stea până în momentul numărării (se recomandă numărarea eritrocitelor în - ore de la prelevare de sânge, iar în cazul anemiei hemolitice și cu deficit de B - imediat după recoltare, deoarece globulele roșii pot fi distruse) Camera de numărare este pregătită: camera cu grila și lama de acoperire se șterg, apoi lama de acoperire este frecată de cameră, apăsând ușor pe sticlă, astfel încât de-a lungul marginilor acesteia să apară dungi irizate (aceasta indică înălțimea necesară a camera - , mm) Camera de numărare este umplută cu sânge diluat: mai întâi, agitați bine conținutul eprubetei de mai multe ori, apoi o picătură de sânge diluat este luată cu o pipetă Pasteur sau o tijă de sticlă și adusă la marginea lamei, asigurându-vă că umple întreaga suprafață a camerei cu o grilă uniform, fără bule de aer, fără a curge în caneluri Camera umplută este lăsată în poziție orizontală timp de min (pentru sedimentarea eritrocitară) Pentru a număra eritrocitele, fără a schimba poziția orizontală a camerei, așezați-o pe platoul microscopului și, folosind o mărire mică a microscopului (obiectiv x, ocular x), găsiți marginea din stânga sus a rețelei (pentru un contrast mai bun, coborâți condensatorul și acoperiți diafragma) Scorul se face în pătrate mari, împărțite în mici, adică în de pătrate mici Se recomandă numărarea celulelor în pătrate de grilă dispuse în diagonală Pentru a se asigura că aceleași eritrocite situate pe linii nu se numără de două ori, se acceptă pentru fiecare pătrat, cu excepția elementelor aflate în interiorul pătratului, numărați pe cele situate pe anumite două linii (de exemplu, în stânga și sus) Calculul numărului de eritrocite din µl de sânge se face pe baza diluției sângelui ( ), a numărului de pătrate numărate ( ) și a volumului unui pătrat mic (U µl), după următoarea formulă: a x x unde X este numărul de eritrocite din pl de sânge; a este numărul de eritrocite numărate Ca urmare a reducerii X - a, x Numărarea globulelor roșii într-o cameră de numărare este o metodă laborioasă Rezultatul numărării este afectat de orice inexactități asociate cu prelevarea de sânge, umplerea neuniformă a camerei și gradarea nesatisfăcătoare a pipetelor Metoda de numărare automată a eritrocitelor cu ajutorul contoarelor de celule sanguine face acest studiu mai ușor și mai productiv METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Valori normale Numărul de eritrocite din sânge este de x - , x IO în μl ( x / l - , x ' l) la bărbați și , x IO - , x e * în μl ( , x , /) l - , x / /l) la femei semnificație clinică O scădere a numărului de globule roșii din sânge este unul dintre principalele criterii de laborator pentru anemie În absența pierderii de sânge, se poate presupune o încălcare a eficacității eritropoiezei Gradul de eritrocitopenie variază foarte mult În stadiul inițial al anemiei prin deficit de fier, numărul de celule roșii din sânge poate fi normal sau ușor redus Cu pierderea acută de sânge, anemie cu deficit de B , anemie hemolitică (în timpul unei crize), anemie hipoplazică, numărul de celule roșii din sânge este redus semnificativ la x în μl sau mai puțin O creștere a numărului de eritrocite din sânge - eritrocitoză - poate fi observată în diferite condiții (Tabelul ) masa Eritrocitoza Tipuri de boli (situații clinice) Eritrocitoză absolută (producție crescută de eritrocite) - eritrocitoză primară - eritrocitoză secundară: a) cauzată de hipoxie Eritremie Boli pulmonare, malformații cardiace congenitale, ședere la altitudine, sindrom Pickwick (obezitate) b) cauzate de creșterea producției de eritropoietină Cancer hipernefroid, hidronefroză și boală polichistică a rinichilor, stenoza arterei renale, cancerul I și h N și kov Un astom giobl al cerebelului c) asociat cu un exces de adrenocorticosteroizi sau catecolamine sindrom Cushing, feocromocitom, hiperaldosteronism Eritrocitoză relativă (datorită hemoconcentrației) Pierderi de lichide corporale (transpirații, vărsături, diaree, arsuri, diuretice, alcoolism), stres Eritrocitoză mixtă (datorită sângelui îngroșat și transfuziei placentare) Eritrocitoză fiziologică neonatală Studiul morfologiei eritrocitelor În practica clinică, morfologia eritrocitelor este de obicei examinată în frotiuri de sânge colorate Pregătirea frotiurilor de sânge Frotiurile de sânge sunt pregătite pe lame de sticlă curate, fără grăsimi Prepararea sticlei Reactivi Săpun de rufe - soluție % sau soluție de detergent: dizolvați g în ml apă și adăugați ml Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ale perhidrolului Un amestec de Nikiforov: părți egale de alcool etilic % și dietil eter Progresul procesării sticlei Paharele (noi si folosite) se pun in vase emailate intr-o solutie % de sapun de rufe sau praf de spalat timp de - ore Se fierb in solutia indicata - minute frotiurile vechi sunt pre-spălate cu o cârpă sau un tampon de bumbac Fierberea mai lungă sau folosirea ustensilelor din aluminiu nu este recomandată, deoarece paharele devin tulburi Clătiți cu apă curentă, ștergeți și amestecați în amestecul Nikiforov timp de - de minute Ștergeți cu un prosop curat și depozitați într-un recipient curat, cu dop de pământ Ochelarii se recomanda a fi luati fie cu penseta, fie de margini (contactul degetelor cu suprafata sticlei lasa urme grase) Tehnica de pregătire a frotiului Un frotiu de sânge este aplicat pe o lamă uscată preparată așa cum este descris mai sus • O picătură mică de sânge este aplicată pe pahar mai aproape de partea scurtă cu o tijă de sticlă (sau direct de la locul înțepăturii cu degetul) Lăsați paharul în poziție orizontală și ungeți o picătură de sânge pe sticlă cu o sticlă șlefuită curată, așezând-o la un unghi de °; cu marginea scurtă, după ce au așteptat până când tot sângele se răspândește peste el, îl trag repede peste o lamă de sticlă Nu apăsați puternic pe sticlă, deoarece aceasta va grava celulele sanguine Frotiurile sunt uscate la aer și marcate (de preferință cu un creion simplu) Frotiul uscat trebuie să fie uniform subțire, de culoare gălbuie, de dimensiune suficientă (situat la - , cm de margini, să ocupe aproape toată lungimea paharului) și să se încheie cu o paniculă "Frotiurile groase (roz groase) nu trebuie să fie utilizate, ca și în Morfologia lor celulară este puțin distinsă Frotiuri de sânge de mai bună calitate sunt obținute folosind citocentrifuga Shandon Cytospin Datorită acestui dispozitiv, frotiurile sunt uniforme și au o dimensiune și grosime standard Fixarea și colorarea frotiurilor Reactivi pentru fixare: alcool metilic x ore sau o soluție de eozină albastru de metilen conform Mai - Grunwald Reactivi pentru colorarea frotiurilor conform Nokht Soluție stoc Azura II: g de vopsea se dizolvă în litru de apă distilată Se lasa intr-un recipient de sticla inchisa la culoare - zile la temperatura camerei, dupa care se foloseste Soluție de bază de eozină de potasiu: g de vopsea se dizolvă în litru de apă distilată Se lasa intr-un vas de sticla inchisa la temperatura camerei timp de - zile, apoi se foloseste Tampon fosfat (amestec Beise) pH , - , : se amestecă , g fosfat de potasiu o dată anhidru (KH P ) și , g fosfat de sodiu de două ori altul anhidru (Na HPO ) și ml apă distilată Soluție de lucru de azur-eozină: înainte de utilizare, se amestecă ml de soluție stoc de azur II, ml de soluție stoc de eozină de potasiu și ml de soluție tampon (proporțiile de coloranți pot varia Sunt stabilite) empiric la prepararea unor loturi proaspete de soluţii stoc) METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Reactivi pentru colorarea frotiurilor conform Pappenheim O soluție de albastru de eozină-metilen conform lui May - Grunwald În absența unei soluții de colorant gata preparată, poate fi preparată prin dizolvarea a g de colorant uscat în ml de alcool metilic Soluția este gata de utilizare după zile Soluție de lucru azur-eozină conform Nokht Echipament special O cuvă pentru fixarea și colorarea frotiurilor cu un trepied-recipient (în absența tăvilor emailate cu "șine" instalate pentru ochelari dintr-o pereche de baghete de sticlă conectate prin tuburi de cauciuc) Fixarea frotiurilor Fixativul pentru frotiu este turnat fie într-o cuvă, fie într-un vas cu gura largă, cu dop măcinat Frotiurile uscate la aer sunt plasate într-un recipient, care este coborât într-o cuvă cu un fixativ (sau așezat pe rând într-un vas) timp de - minute Scoateți recipientul cu pahare din cuvă (sau scoateți paharul cu penseta și puneți-l într-un trepied), lăsați-l la aer până se usucă complet Colorarea conform lui Nocht Tampoane fixe uscate fără a fi scoase din recipient plasat într-o cuvă cu o soluție de lucru de vopsea pentru un timp strict definit, selectat pentru fiecare lot de colorant (de la la de minute) În absența unei cuve cu congeiner, sticla se așează orizontal pe șine (în sus) și se toarnă un strat înalt ( - ml pe frotiu) de soluție de vopsea de lucru Scoateți recipientul cu paharele din cuva cu colorant și puneți-l într-o cuvă cu apă de la robinet (în lipsa unei cuve, vopseaua se spală de pe paharele fără a le îndepărta de pe șine cu apă de la robinet) în aer Colorarea Pappenheim Frotiurile uscate nefixate se pun într-o cuvă cu soluție May-Grun Wald timp de - minute (sau se toarnă pe un frotiu așezat pe "șinele" în strat înalt) Recipientul cu frotiuri se clătește într-o cuvă cu apă distilată (sau se adaugă apă distilată la frotiu așezat pe "șine" fără a se scurge colorantul timp de min) Recipientul cu frotiu este plasat într-o cuvă cu vopsea azur-eozină conform Nokht (sau vopsea este turnată pe frotiu) timp de - minute Spălați vopseaua cu apă de la robinet Frotiurile sunt uscate la aer Colorarea în conformitate cu Romanovsky-Giemsa se efectuează în același mod ca pentru Iocht: ca colorant, se folosește o soluție gata preparată de Romanovsky-Giemsa, care este diluată înainte de utilizare cu o picătură de vopsea la ml de apă distilată Timpul de colorare este stabilit empiric pentru fiecare nou lot de colorant ( - minute) Fixarea și colorarea automată a frotiurilor pot fi efectuate folosind dispozitive speciale: "Gema-Tek" (SUA), "POM K-G" (Rusia), în care frotiurile nefixate sunt încărcate manual și colorarea uniformă a frotiurilor Studiul morfologiei eritrocitelor Principiu Examinarea frotiurilor de sânge colorate folosind un sistem de microscop cu imersie Echipament special Microscop Reactivi Ulei de imersie Eter dietilic Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Progresul cercetării O lamă de sticlă cu un frotiu de sânge colorat, uscat cu aer este plasată pe scena microscopului și folosind o mărire mică (ocular x, obiectiv x) se găsește marginea frotiului Fără a schimba poziția paharului, puneți o picătură de ulei de imersie pe marginea frotiului în locul situat sub lentilă Lentila de imersie este mutată într-o poziție verticală față de frotiu, în timp ce este scufundată într-o picătură de ulei Rotiți ușor șurubul macro până când imaginea apare în câmpul vizual al microscopului Apoi, folosind un microșurub, se stabilește o vizibilitate clară a preparatului (criteriul pentru o distanță focală selectată corect pentru fiecare ochi va fi o imagine clară a celulelor cu limite clare și o structură intracelulară) După instalarea microscopului, ei încep să studieze morfologia eritrocitelor, acordând atenție formei, dimensiunii celulelor, intensității culorii lor și prezenței incluziunilor intracelulare Deoarece celulele au un anumit volum, pentru o mai bună vizualizare a acestora, este necesară modificarea constantă a distanței focale folosind un microșurub Pentru a obține o imagine completă a morfologiei eritrocitelor, este necesară vizualizarea mai multor câmpuri vizuale, deplasând frotiul fie cu mâna, fie folosind un dispozitiv cruciform Morfologia eritrocitelor trebuie examinată în centru, într-un loc subțire al frotiului, unde eritrocitele sunt situate singure, nu formează "coloane de monede După microscopie, tubul microscopului este ridicat cu un macroșurub, sticla este îndepărtată din lama, uleiul este șters de pe lentila de imersie și lama cu tifon umezit eter La persoanele sănătoase, eritrocitele au aproximativ aceeași dimensiune Pentru o idee mai exactă a dimensiunii celulelor, se efectuează eritrocitometrie - măsurarea diametrul eritrocitelor Eritrocitul are forma unui disc biconcav cu o îngroșare la margini În preparatele colorate, eritrocitele au forma unui disc cu o ușoară iluminare în centru (normocitul) Oxifilie (capacitatea de a percepe coloranții acizi) a celulei se datorează prezenței hemoglobinei, prin urmare, dar intensitatea culorii poate fi judecată în funcție de gradul de saturație a eritrocitelor cu hemoglobină Eritrocitele oamenilor sănătoși au o culoare uniformă (normocromie) semnificație clinică Modificările morfologiei eritrocitelor sub forma apariției eritrocitelor de diferite dimensiuni (anizocitoză), forme diferite (poikilocitoză), culori diferite (anizocromie) sunt simptome morfologice importante ale diferitelor forme de anemie Microcitoza - predominanța globulelor roșii cu un volum redus în sânge Cel mai adesea combinat cu hipocromia eritrocitelor - celule care au o parte centrală mai largă necolorată din cauza saturației scăzute a eritrocitelor cu hemoglobină Microanizocitoza este caracteristică formelor comune de anemie asociate cu deficit de fier (anemie posthemoragică, anemie de sarcină, tumori, sepsis și alte boli infecțioase severe, unele hemoglobinopatii) Hipocromia eritrocitelor însoțește, de asemenea, forme mai rare de anemie care nu sunt asociate cu deficiența de fier: intoxicații cu plumb, talasemie și alte leziuni ereditare ale eritrocitelor Trebuie avut în vedere faptul că hipocromia eritrocitară poate fi observată nu numai cu o scădere a concentrației de hemoglobină și a numărului de eritrocite din sânge, ci și cu indicatori cantitativi normali Mai puțin frecventă este o colorare îmbunătățită a eritrocitelor cu o lipsă de iluminare în centru - hipercromie, asociată METODE DE STUDII HEMATOLOGICE naya cu saturația crescută a eritrocitelor cu hemoglobină și combinată cu dimensiunea lor crescută - microcitoză, megalocitoză Aceste modificări ale eritrocitelor sunt caracteristice unei deficiențe a unor astfel de factori hematopoietici precum vitamina B , acid folic și sunt observate în anemia Addison-Birmer, difilobotriază, tumori maligne, boli mieloproliferative, sindrom mielodisplazic, hipotiroidism, alcoolism, boli și liver Schimbarea culorii sub formă de policromatofilie (eritrocite cenușii) se datorează colorării cu coloranți acizi și bazici În mod normal, există eritrocite policromatofile unice Numărul acestora crește odată cu creșterea eritropoiezei (anemie posthemoragică, anemie hemolitică etc ) Cu talasemie și alte hemoglobinopatii, boli hepatice însoțite de icter obstructiv prelungit, intoxicație cu plumb, se găsesc așa-numitele eritrocite țintă - celule care au o periferie colorată și pe fundalul unei părți centrale ușoare o mică zonă sferică mai întunecată Eritrocitele țintă au o suprafață crescută din cauza excesului de colesterol Apariția puncției bazofile în eritrocite este asociată cu hematopoieza patologică și este caracteristică intoxicației cu plumb, dar poate apărea și în alte forme de anemie Eritrocitele cu nucleu - normoblaste, eritroblaste se găsesc în frotiuri de sânge cu diverse anemii, hemoblastoze Un număr mare de normoblaste este caracteristic anemiei hemolitice, metastaze tumorale în măduva osoasă Eritrocitele nucleare gigantice - megaloblastele - indică hematopoieza patologică asociată cu un deficit de vitamina B , acid folic În aceste condiții, se observă și eritrocite cu rămășițe de nuclee - inele Kebot, corpi Jolly Aceste din urmă forme se găsesc în mod constant în frotiurile de sânge la pacienți după splenectomie Forma sferică a eritrocitelor, caracterizată printr-un diametru redus și culoare intensă fără iluminare, - microsferocite - este un semn morfologic patognomonic al anemiei hemolitice - microsferocitoză ereditară O modificare a conținutului de spectrine duce la o încălcare a stabilității membranei acestor eritrocite În cantitate mică, microsferocitele pot fi găsite și în alte anemii hemolitice De mare importanță diagnostică este detectarea eritrocitelor în formă de semilună în frotiurile de sânge Acest simptom este caracteristic anemiei falciforme, care aparține grupului de hemoglobinopatii ereditare și Hemoglobina S are capacitatea de a polimeriza și de a deforma membrana, în special la niveluri scăzute de oxigen din sânge Testul garoului se bazează pe aceasta, "când se aplică un garou pe degetul pacientului înainte de a lua sânge pentru a provoca hipoxie locală (metabisulfit de sodiu, verde Janus, albastru de metilen), care reduc conținutul de oxigen din medicamente Pentru a stabili un diagnostic precis , este necesară electroforeza hemoglobinei Pe pahar se amestecă o picătură de sânge și o picătură dintr-una dintre substanțele indicate, acoperită cu o lamă Se examinează la microscop după - minute, apoi - de ore Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE trocitele în formă de semilună sunt în creștere Literatură Manual de metode de cercetare clinică de laborator / Ed E A Kost Ed a II-a - M : Medicină, , p Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , Eritrocitometrie (măsurarea diametrului globulelor roșii) Măsurarea cu un micrometru pentru ocular Principiu Măsurarea diametrului eritrocitelor într-un frotiu de sânge colorat folosind un micrometru pentru ocular Echipament special Microscop Ocular micrometru - un ocular montat pe un tub de microscop, cu o placă rotundă de sticlă și o scară împărțită în de diviziuni imprimate pe el Obst-micrometru - diapozitiv cu o scară de mm lungime, împărțită în de diviziuni (fiecare diviziune are microni) Progresul definirii Înainte de a începe lucrul, se stabilește prețul unei diviziuni a scalei micrometrului ocularului, care depinde de lungimea tubului microscopului și de mărirea obiectivului Determinarea se realizează cu ajutorul unui micrometru-obiect, care este instalat pe treapta microscopului în așa fel încât scalele micrometrului ocular și ale obiectului-mi să coincidă Apoi numărați numărul de diviziuni de scară ale micrometrului ocular, care coincid cu unul sau altul număr de diviziuni de scară ale micrometrului obiect și determinați prețul unei diviziuni De exemplu: de diviziuni ale scalei micrometrului ocularului au coincis cu diviziuni ale micrometrului obiectului, i e corespund la de microni; o diviziune / \u d , microni Această determinare se efectuează o singură dată pentru un microscop specific, cu ajutorul căruia se efectuează ulterior eritrocitometria O picătură de ulei de imersie este aplicată pe un frotiu colorat uscat, o lentilă de imersie este scufundată în el și microscopată cu câmpul vizual maxim iluminat Într-un loc subțire al frotiului (unde sunt izolate eritrocitele), se măsoară diametrul a cel puțin de eritrocite, notând câte diviziuni ale scalei micrometrice a ocularului se potrivesc în eritrocit Se notează rezultatul măsurării fiecărui eritrocit (este convenabil să se folosească un contor cu taste, utilizând în mod convențional taste diferite pentru un anumit număr de diviziuni de scară) Cunoscând prețul unei diviziuni și numărul de globule roșii cu același număr de diviziuni, rezultatul este exprimat în procente Exemplu: eritrocite cu diametrul de , microni - %, microni - %, , microni %, microni - %, , microni - % Rezultatul poate fi prezentat și sub forma unei curbe eritrocitometrice (curba Price-Jones), în timp ce diametrul în microni este reprezentat pe axa absciselor, iar procentul de eritrocite este reprezentat pe axa ordonatelor Dacă este necesar, rezultatul este exprimat ca diametrul mediu al eritrocitelor Valori normale La indivizii sănătoși, normocitele (eritrocitele cu diametrul de , μm) alcătuiesc ± , %, microcite (diametru - , μm) - , ± , % și macrocite (diametru > μm) - , % ± , % semnificație clinică Rezultatele eritrocitomiei sunt importante pentru clarificarea naturii anemiei În cazul anemiei cu deficit de fier, de regulă, există o microcitoză a eritrocitelor până la - % și, în consecință, o schimbare METODE DE STUDII HEMATOLOGICE curba eritrocitometrică la stânga O creștere a procentului de microcite se observă și în microsferocitoza ereditară, talasemie și otrăvirea cu plumb O creștere a numărului de macrocite este un semn al anemiei macrocitare observată în condițiile deficitare de B și acid folic Numărul de macrocite în aceste anemii poate ajunge la % sau mai mult, în timp ce megalocitele (eritrocite cu diametrul > μm) se găsesc și în număr mic ( - %) Macrocitoza eritrocitelor poate fi observată indiferent de anemie în alcoolism, leziuni hepatice difuze Literatură Goldberg D I , Goldberg E D Handbook of Hematology, ed a -a - Tomsk, p Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , Volumul total de eritrocite (valoarea hematocritului) Valoarea hematocritului, sau indicele hematocritului, oferă o idee despre raportul dintre volumele de plasmă și celulele sanguine (în acest fel, eritrocite) obținute după centrifugarea sângelui Se obișnuiește să se exprime volumul eritrocitelor prin valoarea hematocritului Metodă de determinare a hematocritului cu ajutorul microcentrifugelor Principiu Centrifugarea sângelui pentru un anumit timp la un număr constant de rotații ale centrifugei, urmată de determinarea rezultatului la o scară specială Reactivi Anticoagulante: heparina - UI / ml se diluează cu apă distilată în raport de : sau sare disodica a acidului etilendiaminotetraacetic (Nr -EDTA, Trilon B), g / l Echipamente Microcentrifuga cu hematocrit de orice marca Tuburi capilare (complete cu centrifuga) Capilarele pot fi folosite pentru a detecta proteina C reactivă Progresul definirii Pre-tratat cu un anticoagulant și capilar uscat umplut cu sânge de la deget (sau venos) până la / din lungime Capilarul este sigilat la un capăt cu o pastă specială (puteți folosi plastilină) Este plasat în rotorul centrifugei astfel încât capetele sigilate să se sprijine pe garnitura de cauciuc și centrifugat timp de minute la rpm În funcție de scara de referință aplicată centrifugei, determinați valoarea hematocritului Micrometoda pentru determinarea hematocritului (modificare de I Todorov) Principiu Centrifugarea sângelui pentru un anumit timp la un număr constant de rotații ale centrifugei, urmată de determinarea rezultatului prin capilare gradate Reactivii sunt la fel Echipamente Centrifuga Pipete din aparatul Panchenkov (cu un capăt superior tăiat și o lungime de - cm) Progresul definirii În pipeta tratată cu anticoagulant și uscată, sângele este extras de la deget (sau venos) până la marcajul superior ( de diviziuni) Pipeta se sigilează, se montează cu un inel de cauciuc și se centrifughează timp de - de minute la rpm Rezultatul se notează prin gradarea capilarului, Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE scăzând de la înălțimea coloanei de eritrocite Valori normale La persoanele sănătoase, hematocritul sângelui venos și capilar este de - % (sau , - , ) pentru bărbați și - % (sau , - , ) pentru femei La copii , luni hematocrit - %, lună - - %, luni - - %, luni - - %, luni - - %, ms - - %, luni - - %, - ani - - % - ani - - %, - ani - - % - ani - - %, - ani - - %, - ani - - % semnificație clinică Indicatorul este utilizat pe scară largă pentru a judeca gradul de anemie, în care, de regulă, se observă scăderea acesteia, uneori la un număr semnificativ ( - %) O creștere pronunțată ( - %) este tipică pentru eritremie, o creștere mai puțin accentuată ( - %) este observată cu eritrocitoza simptomatică asociată cu defecte cardiace congenitale, insuficiență pulmonară și unele hemoglobinopatii Indicele hematocritului oferă o idee despre schimbările hemoconcentrației, scade în timpul hemodiluției Hematocritul este utilizat pentru indicatori calculați care reflectă diferite caracteristici ale eritrocitelor: volumul mediu, concentrația medie de hemoglobină, precum și pentru o serie de indicatori biochimici Literatură Enciclopedia Testelor Clinice de Laborator, ed N Titsa, M , Todorov I Cercetări clinice de laborator în pediatrie, ed a III-a -Sofia, p indici RBC În practica clinică, sunt utilizate diverse caracteristici calculate care reflectă proprietățile fizico-chimice ale eritrocitelor Cel mai utilizat calcul al indicelui de culoare Indice de culoare Indicele reflectă conținutul relativ de hemoglobină din eritrocite Indicatorul de culoare se calculează prin determinarea raportului dintre două departamente private, obținute, ale numărului de hemoglobină * gestație la numărul de globule roșii din normă și din sângele studiat după următoarea formulă: ^heme ^jp ^gem ^er unde A'gem - cantitatea găsită de hemoglobină; L/hem - cantitate normală de hemoglobină; Iepurele - numărul de eritrocite găsite; N p număr normal de eritrocite Dacă presupunem că în mod normal ml de sânge conțin , g de hemoglobină și de eritrocite în μl de sânge, atunci se calculează după formula: ^gem ^er , ' Indicator de culoare = * O °PO° Âjp x , METODE DE STUDII HEMATOLOGICE când este prescurtat: bijuterie În munca practică, este convenabil să folosiți tabele de conversie, precum și nomogramele, pentru a calcula indicele de culoare Valori normale La persoanele sănătoase, indicele de culoare este în intervalul , - , semnificație clinică În funcție de valoarea indicelui de culoare, se obișnuiește să se împartă anemia în hipocromă, normocromă și hipercromă Anemiile hipocrome (cu un indice de culoare mai mic de , ) sunt larg răspândite și se observă în primul rând în deficiența de fier cauzată de diverse cauze Hipocromia deosebit de pronunțată ( , - , și mai jos) se caracterizează prin anemie feriprivă din cauza pierderii cronice de sânge Hipocromia mai puțin pronunțată a eritrocitelor ( , - , ) se observă cu anemie feriprivă a gravidelor, cu infecții, tumori Rareori există anemii hipocromice care nu sunt asociate cu deficitul de fier și sunt cauzate de deteriorarea sintezei hemoglobinei ca urmare a otrăvirii cu plumb sau a leziunilor ereditare ale sintezei porfirinelor și lanțurilor globinei (P-talasemie, a-talasemie etc ) O creștere a indicelui de culoare - hipercromia - este un semn caracteristic de laborator al diferitelor anemii cu deficit de B și folat Hipercromia eritrocitelor ( , - , ) este deosebit de pronunțată în cazul reapariției anemiei Addison-Birmer Anemia normocromă se observă în unele forme hemolitice de anemie, pierderi acute de sânge, leucemie, însoțite de ciroză hepatică Conținutul mediu de hemoglobină într-un eritrocit Indicatorul reflectă conținutul absolut de hemoglobină dintr-un eritrocit în picograme (pg) Determinată prin împărțirea concentrației de hemoglobină la numărul de globule roșii Hb (g/dl) x barbati = RBC ( ' L) Calculul indicatorului se poate face conform nomogramei (după Mason) Valorile normale sunt - pg semnificație clinică Scăderea reflectă hipocromie și se observă cu anemie feriprivă, creșterea se produce cu anemie macrocitară și mai ales megalocitară Literatură Todorov I Cercetări clinice de laborator în pediatrie, ed a III-a, rusă -Sofia, , p Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa V A Makarova M , Concentrația medie a hemoglobinei într-un eritrocit Indicatorul reflectă gradul de saturație a eritrocitei cu hemoglobină în procente Se calculează prin împărțirea concentrației de hemoglobină la valoarea hematocritului și înmulțirea cu Hb (g/dl) x msns = ht (%) M Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Poate fi calculat cu ușurință folosind nomograma lui Mason Indicatorul este inclus în programul analizoarelor hematologice moderne Valori normale MCHC variază între - g/dl Valoarea este cea mai constantă, saturația peste % nu are loc semnificație clinică O scădere a indicelui reflectă hipocromie absolută și este caracteristică anemiei cu deficit de fier Sensibilitatea acestui indice eritrocitar pentru anemie cu deficit de fier este de % O scădere a indicelui a fost evidențiată și în anemiile macrocitare și în special megalocitare, când volumul eritrocitelor a crescut disproporționat mai semnificativ în comparație cu creșterea saturației eritrocitelor cu hemoglobină Literatură Todorov I Cercetări clinice de laborator în pediatrie - Sofia, p Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , Volumul mediu al eritrocitelor Indicatorul este important în diagnosticul diferitelor forme de anemie Se calculează împărțind valoarea hematocritului la numărul total de globule roșii din sânge Volumul mediu al eritrocitelor (MCV) caracterizează dimensiunea unui eritrocite, exprimată în micrometri cubi (µm) sau femtolitri (fl) În analizoare, se măsoară prin amplitudinea impulsurilor care apar atunci când o celulă trece prin deschidere, concomitent cu numărul de eritrocite Puteți calcula zece conform nomogramei Valorile normale sunt - µm (fl) semnificație clinică O creștere a indicelui se observă în microsferocitoza ereditară, anemia macrocitară și megalocitară, o valoare deosebit de mare (mai mult de μm ) a fost găsită în anemia cu deficit de B Volumul eritrocitelor este adesea crescut cu leziuni hepatice difuze, alcoolism Scăderea se observă în anemie microcitară, talasemie Literatură Todorov I Cercetări clinice de laborator în pediatrie - Sofia, , p Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , Diametrul mediu al eritrocitelor Se calculează din rezultatele eritrocitozei prin înmulțirea fiecărui procent de celule cu un anumit diametru cu valoarea sa în microni, însumând aceste produse și împărțind la Exemplu', cu eritrocitometrie de de eritrocite, au fost depistate % eritrocite cu diametrul de μm, % cu diametrul de , μm și % cu diametrul de μm Diametrul mediu al eritrocitelor (RBC) se calculează după cum urmează: ( x )+ ( x , )+ ( x ) + + SDE = - = - - = - = , um Valorile normale ale SDE sunt - , + , µm semnificație clinică Indicatorul este mult mai puțin informativ decât datele detaliate ale eritrocitometriei O scădere a SDE se observă cu anemie pronunțată cu deficit de fier, o creștere - cu o recidivă a anemiei Addison Birmer și alte stări de deficit de folii METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Reticulocite Reticulocitele sunt globule roșii tinere care se formează după pierderea nucleilor de către normoblaste Timpul lor de maturare este de , zile, din care se maturizează în sângele periferic timp de zile Ele dezvăluie structuri intracelulare asociate cu sinteza proteinelor (mitocondrii, ribozomi, aparat Golgi) Multe enzime (piruvat kinaza, glucozo- -fosfat dehidrogenaza, catalaza etc ) sunt prezente in reticulocite la o concentratie mai mare decat in eritrocite Reticulocitele sunt capabile să adsorbe moleculele de fier prin receptorii de transferină O trăsătură caracteristică a reticulocitelor este prezența în citoplasmă a unei substanțe granulare-filamentoase reprezentând ribozomi și mitocondrii agregate Această substanță este detectată printr-o metodă specială de colorare - supravitală, adică fără fixare prealabilă a celulelor Substanța granular-filamentoasă din diferite reticulocite diferă prin polimorfism; cu cât celula este mai tânără, cu atât substanța este mai abundentă La cele mai tinere reticulocite, are forma unei încurcături groase; în celulele mai mature, apare sub formă de plasă, filamente individuale și apoi boabe individuale În frotiurile colorate prin metode hematologice convenționale, reticulocitele sunt reprezentate de eritrocitele policromatofile Determinarea numărului de reticulocite se realizează prin microscopie a frotiurilor colorate special Metodă de numărare a numărului de reticulocite după colorarea lor cu albastru cresyl strălucitor, azur I sau azur II direct pe sticlă sau într-o eprubetă Principiu Colorație supravitală cu coloranți care dezvăluie substanța granular-filamentoasă a reticulocitelor Reactivi Puteți folosi unul dintre următorii coloranți Soluție saturată de albastru de cresil strălucitor în alcool absolut (pentru a prepara alcool absolut, etanol % trebuie păstrat în mai multe schimburi de pulbere de sulfat de cupru calcinat) Pentru ml de alcool absolut se iau , g de vopsea O soluție de azur I, propusă de P N Korikov: azur I - g, oxalat de amoniu - , g, clorură de sodiu - , g, alcool etilic % - ml, apă distilată - ml Soluția de vopsea într-un flacon închis se pune într-un termostat la °C timp de - zile și se agită puternic din când în când Apoi se răcește la temperatura camerei și se filtrează prin hârtie de filtru Soluția se păstrează într-un recipient de sticlă de culoare închisă I Dacă apare un precipitat, vopseaua trebuie filtrată din nou O soluție de azur II cu următoarea compoziție: azur II - g, citrat de sodiu - g, clorură de sodiu - , g, apă distilată - ml Soluția se lasă într-un termostat la °C timp de zile, amestecând ocazional Pentru a grăbi dizolvarea, vopseaua poate fi încălzită la foc mic timp de - de minute, fără să fiarbă Se răcește la temperatura camerei și se filtrează A se păstra într-un recipient de sticlă închisă la culoare Echipament special Microscop Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Progresul definirii Colorare pe sticlă Lama de sticlă spălată și degresată este îngropată peste flacăra unui arzător Cu o baghetă de sticlă se aplică pe sticlă o picătură din unul dintre coloranți și se prepară un frotiu de vopsea cu sticlă lustruită Marcați partea sticlei pe care este aplicată pata de vopsea cu un stilou din sticlă În această formă, sticla poate fi pregătită pentru utilizare ulterioară și depozitată într-un loc uscat și întunecat Se aplică o picătură de sânge pe un frotiu de vopsea, se prepară un frotiu subțire din acesta și se pune imediat într-o cameră umedă timp de - minute (puteți folosi o vasă Petri cu rulouri de vată umezită sau hârtie de filtru așezate de-a lungul margini) Frotiurile sunt apoi uscate la aer În frotiurile astfel preparate, eritrocitele sunt colorate gălbui-verzui, substanța granular-filamentoasă este albastră și colorată Colorare într-o eprubetă Metodă /: înainte de utilizare, se prepară o soluție de lucru de albastru cresyl strălucitor într-o eprubetă per picătură de soluție de oxalat de potasiu % picături de soluție de colorant Se adaugă , ml sânge la colorant (două pipete până la marcajul , ) Se amestecă bine, dar ușor și se lasă timp de de minute Se amestecă și se prepară mișcări subțiri Metoda : , ml de soluție de colorant și , ml de sânge se pun într-o eprubetă Amestecul se amestecă bine și se lasă timp de - de minute Amestecați și pregătiți mișcări subțiri Metoda \ Introduceți , - , ml de soluție de colorant și - picături de sânge cu o pipetă din aparatul Panchenkov într-o eprubetă Tubul se inchide cu dop de cauciuc, amestecul se amesteca bine dar usor si se lasa , ore (reticulocitele se coloreaza mai bine la o expunere de / - ore) Se amestecă și se prepară mișcări subțiri Numărul de reticulocite În frotiuri, eritrocitele sunt colorate gălbui-verzui, substanță granulară-filamentoasă - albastru sau albăstrui-violet Frotiurile preparate de Ornim din metodele de mai sus sunt microscopate cu o lentilă de imersie Este necesar să se numere cel puțin de eritrocite și să se noteze printre ele numărul de eritrocite care conțin o substanță granulară În practică, pentru o mai mare acuratețe, se folosește un ocular special, în care câmpul vizual poate fi redus la dimensiunea necesară Cu frotiuri uniforme subțiri, în care eritrocitele sunt aranjate pe un rând selectați un câmp de vedere în care există, de exemplu, de eritrocite, apoi calculați astfel de câmpuri de vedere Dacă nu există un ocular gata făcut, acesta poate fi pregătit cu ușurință, pentru care ocularul x este deșurubat, o bucată de hârtie cu un pătrat mic decupat se pune în ea și se înșurubează Numărul de reticulocite numărate este exprimat la O interpretare calificată a rezultatelor obținute permite diagnosticarea și determinarea naturii anemiei, îndrumând medicul să efectueze studii suplimentare, cum ar fi determinarea fierului seric, feritinei, vitaminei Bі În stadiul inițial al anemiei prin deficit de fier (IDA), numărul de eritrocite este în limitele normale, conținutul de hemoglobină poate fi la limita inferioară a normei sau redus, ceea ce reflectă activitatea proliferativă normală a măduvei osoase Aceasta este însoțită de o scădere ușoară a MCV cu RDW normală, indicând predominanța celulelor omogene cu un volum mic Histograma eritrocitară are o formă normală și se deplasează doar spre stânga Pe măsură ce procesele de formare a hemoglobinei sunt perturbate și mai mult, are loc o scădere și mai mare a MCV, MCH, MCHC creșterea RDW Histograma eritrocitară are un singur vârf, deplasat semnificativ spre stânga (Fig ) Pacienții aflați în stadiul hiporegenerativ al IDA au o scădere a numărului de eritrocite, MCV o scădere semnificativ mai pronunțată a hemoglobinei și a MCHC Histograma eritrocitară are forma unei curbe aplatizate deplasată spre stânga, care reflectă prezența unei populații eterogene de eritrocite (microcite și macrocite) în sânge (Fig ) Pe fondul tratamentului IDA cu preparate de fier, histograma eritrocitară se caracterizează printr-o bază largă datorită eterogenității eritrocitelor în ceea ce privește volumul și două vârfuri (Fig ) La pacienții cu eritremie pe fondul sângerării frecvente, IDA se dezvoltă cu modificări similare ale parametrilor sângelui roșu (Fig ) Pe lângă anemia feriprivă, după transfuzii de sânge poate fi observată o histogramă eritrocitară cu două vârfuri eritrocitare între și fl, care indică prezența unei populații celulare eterogene Cu anemie cu deficiență de B , ca urmare a încetinirii proceselor de sinteza ADN și diviziunea celulară, se formează o populație de eritrocite cu un volum puternic crescut Histograma eritrocitară este întinsă, deplasată spre dreapta în zona macroeritrocitelor, ceea ce corespunde unui RDW ridicat MCV la RBC scăzut HGB, HCT, MCH ridicat cu concentrație medie normală a hemoglobinei (MCHC) (Fig ) Diagnosticul de anemie cu deficit de B este confirmat de puncția măduvei osoase, concentrația seric de vitamina B sau acid folic, modificări ale sângelui periferic (microcitoză, hipercromie, corpi Jolly, puncție bazofilă a eritrocitelor, polisegmentarea neutrofilelor) Evaluarea legăturii trombocitelor a hemogramei se realizează prin numărul de trombocite, indici plachetari (volumul mediu al trombocitelor - MPV, indicele de anizocitoză plachetar - PDW, trombocritul - PCT) și histograma trombocitară Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE -FL RBC , (x , / ) Hb (g/ ) MSV , (fl) MSN (pag ) MCSU (g/ ) RDW , (%) Orez Histograma eritrocitară în anemia feriprivă, fază regenerativă Notă: aici și în alte cifre, liniile mici indică zona de distribuție normală a histogramei eritrocitelor (analizor Sysmex SE ) RBC RBC , (x ' ) Hb (g/ ) MCV ( ) MCH , (pag ) MCHC (g/ ) RDW , (%) Orez Histograma eritrocitară în anemie feriprivă, hiporegiune faza non-operator RBC , (x ' ) Hb (g/ ) MSV ( ) MSN (pag ) MCSU (g/ ) RDW , (%) FL Orez Histograma eritrocitară în tratamentul anemiei feriprive RBC RBC - (x ' /І) Hb (g/ ) MSV ( ) MSN (pag ) MCSU (g/ ) RDW , (%) Orez Histograma eritrocitară în eritremia însoțită de anemie feriprivă METODE DE STUDII HEMATOLOGICE RBC , (x / ) Hb (g/ ) MSV , (fl) MSN (pag ) MCHC (g/ ) Orez Histograma eritrocitară în anemia cu deficit de B Numărarea automată a trombocitelor se efectuează pe același canal cu eritrocitele În acest sens, este important să se diferențieze macroplachetele de microhigrocite și fragmente de eritrocite cu ajutorul dispozitivului Pentru a face acest lucru, în dispozitivele care utilizează metoda conductometrică, există un sistem de discriminatori care determină înălțimea semnalului electric, care este proporțională cu dimensiunea particulelor și cu lățimea (durata) impulsurilor Toate impulsurile corespunzătoare dimensiunilor particulelor între , și , microni cubi (femtolitru) sunt numărate ca trombocite Dacă amplitudinea pulsului depășește de femtolitri, atunci este afișat mesajul "Micro RBC" sau "Macro PLT" În acest caz, dispozitivul corectează automat numărul de trombocite și dă valoarea lor adevărată Informații suplimentare importante în aceste cazuri sunt furnizate de histogramele distribuției trombocitelor În mod normal, curba trombocitelor este caracterizată de unimodalitate, iar dacă este detectată o distribuție anormală a trombocitelor, trebuie analizat un frotiu de sânge colorat O falsa scadere a numarului de trombocite poate da agregarea acestora in prezenta aglutininelor plachetare Agregarea trombocitară este exprimată atunci când se administrează sânge cu heparină ca anticoagulant Majoritatea cercetătorilor recomandă utilizarea unui anticoagulant standard - K EDTA la o concentrație de , - , mg per ml de sânge Cu toate acestea, în prezența autoanticorpilor la trombocite, EDTA induce agregarea trombocitară, care se manifestă prin pseudotrombocitopenie Volumul mediu al trombocitelor (MPV) (normă - , + , femtolitri) - crește odată cu vârsta: de la , - , P la copiii de - ani până la , - , fl la persoane la începutul anilor de ani Acest indicator crește la pacienții cu purpură trombocitopenică idiopatică, hipertiroidism, diabet zaharat, ateroscleroză, fumători și persoanele care suferă de alcoolism, boli mieloproliferative MPV scade dupa splenectomie, cu sindrom Wiskott-Aldrich Alți indici plachetari, precum PDW, PCT, au fost puțin studiați, valoarea lor diagnostică nu a fost încă determinată PDW - indicele anizocitozei plachetare (normal , ± , ), modificări ale bolilor mieloproliferative și alte boli PCT - trombocrit, caracterizează proporția din volumul sanguin ocupat de trombocite (norma este de , ± , %) Se calculează din numărul total de trombocite și MPV Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Majoritatea analizoarelor hematologice moderne determină cel puțin până la leucocite Acestea includ atât conținut relativ cât și absolut de neutrofile, limfocite, monocite, eozinofile, bazofile Analizoarele hematologice "Coulter STKS" și "Coulter MAXM", Sysmex vă permit să obțineți conținutul relativ și absolut al reticulocitelor, volumul mediu al acestora și coeficientul de maturitate Analiza automată a formulei leucocitelor poate fi utilizată pentru screening-ul normei și patologiei, monitorizarea dinamică a conținutului de neutrofile și limfocite în diferite condiții patologice (boli limfoproliferative, neutropenie) Orice semnal de alarmă afișat de dispozitiv trebuie monitorizat prin microscopia unui frotiu de sânge colorat Mulți dintre analizoarele de hematologie semnalează prezența formelor imature de granulocite, dar niciunul dintre ei nu este capabil să le cuantifice În acest sens, controlul hematologic al bolilor inflamatorii ar trebui să includă microscopia frotiurilor de sânge Un număr automat de leucocite diferențial precis necesită liza completă a eritrocitelor Cu toate acestea, în anumite condiții, rezistența osmotică a eritrocitelor este crescută și liza lor are loc incomplet care este motivul supraestimării conținutului de leucocite, a conținutului relativ și absolut al limfocitelor În aceste cazuri, informațiile importante sunt furnizate de histograma leucocitară, unde apare un mic vârf în zona de distribuție a limfocitelor, indicând prezența fragmentelor de celule în sânge O creștere a rezistenței osmotice se observă la nou-născuți, după splenectomie, cu hemoglobinopatii, anemie megaloblastică, sindrom mielodisplazic și boli hepatice S-a demonstrat că conținutul de fosfolipide și colesterol este crescut în membrana eritrocitelor nou-născuților și pacienților cu splina îndepărtată, ceea ce duce la o creștere a suprafeței medii a eritrocitelor și o creștere a rezistenței osmotice a acestora În sindromul mielodisplazic, există modificări ale membranei eritrocitare de la proteine, cum ar fi spectrina, glicoforina etc Testul automat de sânge vă permite să efectuați rapid, cu o precizie ridicată, o intensitate minimă a travaliului, în combinație cu o gamă largă de parametri hematologici studiați, să efectuați un test de sânge calitativ, să determinați studii ulterioare pentru a stabili un diagnostic al bolii Literatură L V Baidun, A VLoginov // Importanța analizei automate a sângelui în practica clinică Hematol şi transfuziol , vol , N° , pp - Denuem M J Chanarin I // Bolile de sânge la vârstnici: Traducere din engleză -M V N Titov, I N Naumova //Numărarea automată a celulelor sanguine M Cercetarea sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , METODE DE STUDII HEMATOLOGICE leucocite Leucocitele sunt celule sanguine caracterizate printr-o structură caracteristică și un metabolism intracelular complex Acestea sunt celule foarte specializate, cu diverse funcții: neutrofilele efectuează fagocitoza bazofile și eozinofile implicate!' în reacțiile alergice, imunitatea antihelmintică, monocitele sunt fagocite profesionale, participă la imunitatea antitumorală, răspunsul imun, reglarea hematopoiezei, hemostaza, metabolismul lipidic și fierului, îndeplinesc o funcție de mediator, limfocitele participă la reacții umorale și celulare de imunitate, sinteza și secretia de citokine Numărul de leucocite din sânge se modifică sub influența factorilor externi sezonieri, climatici, meteorologici, precum și în diferite condiții fiziologice ale corpului (modificări legate de vârstă, sarcină, faze ale ciclului menstrual etc ) și o varietate a patologiilor Prin urmare, studiul numărului de leucocite din sânge este unul dintre cele mai frecvente în practica de laborator Numărarea numărului Numărarea numărului de leucocite face parte dintr-un test de sânge clinic general, precum și dintr-o analiză "scurtată" (conținut de hemoglobină, număr de leucocite, VSH), uneori în cazuri de urgență se examinează doar numărul de leucocite (dacă este un proces inflamator acut) suspectat etc ) Metoda camerei de numărare Principiu Numărarea leucocitelor la microscop într-un anumit număr de pătrate ale grilei de numărare și recalcularea pentru μl de sânge (sau litru conform sistemului SI), pe baza volumului de pătrate și a diluției sângelui Reactivi Soluție - % de acid acetic, colorată cu câteva picături de soluție de albastru de metilen (pentru colorarea nucleelor leucocitelor) Soluția este albastră, utilizabilă pe termen lung Echipament special Microscop Camera de numărare a lui Goryaev Progresul definirii Sângele de testat este diluat de de ori, pentru aceasta, se toarnă , ml de acid acetic într-o eprubetă uscată Se colectează µl de sânge dintr-un deget (puteți folosi sânge venos stabilizat cu anticoagulant) Vârful pipetei este șters cu hârtie de filtru sau tifon, asigurându-vă că sângele nu se scurge din pipetă Suflați sângele din pipetă până la fundul eprubetei, amestecați bine (re-adunați și suflați amestecul de sânge cu acid acetic) Tubul este etichetat și lăsat până în momentul numărării (numărarea leucocitelor este permisă nu mai mult de - ore după prelevarea de sânge) Camera de numărare este pregătită: camera cu grila și lama de acoperire se șterg, apoi sticla este frecată de cameră, apăsând-o ușor, astfel încât pe marginile paharului să apară inele sau dungi irizate (aceasta indică înălțimea de camera - , mm) Umpleți camera de numărare cu sânge diluat: mai întâi agitați conținutul eprubetei de mai multe ori, apoi luați o picătură de sânge diluat cu o pipetă Pasteur sau o baghetă de sticlă și aduceți-o la marginea lamei, asigurându-vă că sângele fără bulele de aer umple uniform întreaga suprafață Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE nasul grilei, ns curgând în caneluri Camera umplută este lăsată în poziție orizontală timp de min (pentru sedimentarea leucocitelor) Fără a schimba poziția orizontală a camerei, așezați-o pe scena microscopului și numărați leucocitele în de pătrate mari cu mărire redusă (ocular x, obiectiv x) Pentru o mai mare acuratețe, numărarea leucocitelor se efectuează pe întreaga grilă în pătrate mari (nu împărțite în pătrate mici și dungi), începând din colțul din stânga sus al grilei Pentru un contrast mai bun, câmpul vizual este întunecat prin coborârea condensatorului și închiderea diafragmei Celulele situate în interiorul pătratului și situate pe oricare două linii sunt numărate (pentru a nu număra o celulă de două ori) Calculul numărului de leucocite se efectuează pe baza diluției sângelui ( ), a numărului de pătrate numărate ( ) și a volumului unui pătrat mare / , deoarece latura pătratului este de / mm, înălțimea este de / mm) a x x A -, adică X - a x , unde X este numărul de leucocite din µl de sânge: a este numărul de leucocite din de pătrate mari Numărul de leucocite numărate este înmulțit cu Tabelul Norme de vârstă pentru conținutul de leucocite din sânge Vârstă La nastere de ore lună - ani - ani adultii Leucocite ( l) , - , , - , , - , , - , , - , , - , semnificație clinică Numărul de leucocite din sânge este cel mai variabil indicator de laborator O creștere a numărului de leucocite - leucocitoză - se observă în diferite procese inflamatorii, infecții bacteriene și virale acute, intoxicații, șoc, după sângerare acută, în comă, criză hemolitică, colici renale, reacții alergice, tumori, leucemie acută și cronică Leucocitoza fiziologică se remarcă după stres fizic, emoțional, sub influența diferitelor proceduri de diagnosticare, expunerea la medicamente, lumina soarelui și razele ultraviolete, pe fondul menstruației Leucocitoza poate fi cauzată de durere, vărsături și greață O cantitate mică de leucemie apare în timpul sarcinii și crește pe măsură ce se apropie nașterea O scădere a numărului de leucocite - leucopenie - se observă cu infecții cu virus, unele infecții cronice, sepsis, ciroză hepatică, hepatită cronică activă, boli autoimune, după administrarea de medicamente citotoxice, antibiotice sulfonamide și alte medicamente, cu aplastic, anemie cu deficit de viz, agranulocitoză, expunere la radiații ionizante METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Literatură Gribova I A Norma hematologică - În cartea: Ghid de hematologie / Ed A I Vorobieva Yu I Loris -M/ Medicină, p Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa V A Makarova M , Formula leucocitară Formula leucocitelor (procentul diferitelor tipuri de leucocite) este calculată în frotiuri de sânge colorate Metoda de studiu morfologic (celule sanguine cu formula de numărare diferenţială a leucocitelor Principiu Microscopia frotiurilor de sânge uscate fixate și colorate cu diferențierea diferitelor forme de leucocite Etapele studiului, inclusiv prepararea frotiurilor de sânge, pregătirea probelor subiect, fixarea frotiurilor și colorarea lor, sunt descrise mai sus Reactivi Ulei de imersie Eter dietil Echipament special Microscop Contor cu taste pentru numărarea formulei leucocitelor Progresul cercetării Folosind un obiectiv de x (mărire scăzută), este localizată marginea frotiului de sânge Se aplica o picatura de ulei de imersie si, fara a schimba pozitia sticlei, obiectivul de imersie ( x) este mutat astfel incat sa fie scufundat in picatura de ulei Distanța focală corespunzătoare este selectată folosind un microșurub, stabilind o vizibilitate clară a celulelor Pas de diferențiere a leucocitelor, marcați celulele cu un contor cu chei: trebuie numărate cel puțin de leucocite Numărarea leucocitelor se efectuează, respectând următoarea regulă: trecerea înapoi cu - câmpuri vizuale de la marginea frotiului, apoi - câmpuri vizuale de-a lungul marginii frotiului, apoi - câmpuri vizuale la un unghi drept spre mijlocul frotiului, din nou - câmpuri de vedere în margine paralelă, apoi în unghi drept spre margine etc ; astfel, sticla este mutată în zig-zag (linia "meandru") După numărarea aproximativă jumătate din celulele de pe o margine a frotiului, acestea schimbă poziția paharului și numără cealaltă jumătate a celulelor de pe marginea opusă I În studiul formulei leucocitelor este necesară diferențierea leucocitelor nedistruse Dacă se observă anomalii la numărarea a de leucocite (de exemplu, o creștere a numărului de forme de înjunghiere, eozinofile, limfocite sau apariția celulelor care nu se găsesc la oamenii sănătoși), este necesar să se numere încă de leucocite și să se afișeze media rezultat Valori normale În tabel arată procentul și valorile absolute ale diferitelor leucocite și caracteristicile morfologice ale acestora la persoanele sănătoase Volumul P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Tabelul Formula de sânge cu leucocite în perioada nou-născutului ^ (%) Celulele la naștere numărare zile săptămână săptămâni Neutrofile Mielocite , , Metamielocite , , , , , I ital spectacol nuclear , , , , , Segmentat , , , , , Total , , , , , Eozinofile , , , , , Bazofile , , , , Monocite , , , , , Limfocite , , , , , Celule plasmatice , , , , , semnificație clinică Modificările în formula leucocitară însoțesc multe boli și sunt adesea nespecifice Cu toate acestea, valoarea diagnostică a acestui studiu este mare, oferă o idee despre severitatea afecțiunii, eficacitatea terapiei În hemoblastoze, studiul formulei leucocitelor este deosebit de important din punct de vedere diagnostic Detectarea celulelor blastice în sânge este un bastion pentru diagnosticarea leucemiei acute O creștere a numărului de neutrofile - neutrofilia, de regulă, este combinată cu o creștere a numărului total de leucocite din sânge și se observă în procesele inflamatorii acute, intoxicații, stări de șoc și sângerare infarct miocardic, criză hemolitică Cu o singură utilizare sau pe termen lung a corticosteroizilor, se observă neutrofilie Adesea, aceste condiții sunt însoțite de o creștere a numărului de neutrofile înjunghiate și de apariția granulocitelor imature (mielocite, metamielocite) în cantitate mică (deplasarea formulei la stânga) Ajung la gradul maxim al acestor schimbări!' cu boli mieloproliferative, în special leucemie mieloidă cronică În același timp, numărul total de leucocite crește brusc (mai mult de x l), promielocite ( - %) se găsesc în formula leucocitară în faza cronică a bolii mielocite (până la %), metamielocite (până la - %) și celule blastice unice, în timp ce numărul de neutrofile mature este redus semnificativ O deplasare pronunțată spre stânga poate însoți sepsis, metastaze ale tumorilor maligne în măduva osoasă O scădere a numărului de neutrofile - neutropenia - este de obicei combinată cu leucopenia și se observă cu infecții bacteriene, virale (gripa, hepatită, rujeolă, rubeolă, SIDA), malarie, febră recidivantă transmisă de căpușe, după administrarea diferitelor medicamente (în special citostatice) ), terapie cu radiatii patologie ereditară Gradul maxim de neutropenie se observă în anemie aplastică, agranulocitoză O creștere a numărului de eozinofile - eozinofilie - însoțește reacțiile alergice, helmintiazele pemfigus, unele infectii din copilarie, in special scarlatina, uneori tumori, limfogranulomatoza, colagenoze, observate in leucemia mieloida cronica, policitemia vera, dupa splenectomie, unele variante de leucemie acuta Tabelul Caracteristicile diferitelor tipuri de leucocite sănătoase lipsite Neutrofile segmentate înjunghiate Eozinofile Bazofile Limfocite Monocite Cantitate în % - - , - - - - în µl - - - - - - Dimensiunea adezivului µm - - - - - - Miez: formă Îngustă, îngustă, compusă oarecum la nesfârșit rotunjită Poliformă: alungit sub forma unui bat cu - segmente mai lat decat cel al unui neutrofil, este format din - segmente nămol de in și în formă de fasole rotunjită, în formă de fasole, cu depresiuni Structura Inegal- Inegal- Inegal- Inegal- Inegal- Uniform cu nervuri de dimensiuni mari, blocuri mari, blocuri mari, cu ochiuri mari colorare Violet închis - Violet închis Violet Violet Violet închis Violet deschis Citoplasmă roz roz Roz pal albastru roz pal Sub forma unei margini înguste, uneori o zonă largă Abundent albastru pal sau cenușiu Granulat, Abundent, Abundent, Abundent, Nu abundent Ocazional Inconstant, colorația ei mic, mic, ocupă întregul denivelat - singur uneori mic caracter pal-pal-citoplasmă nu, violet pal violet violet mare, roz violet granule violet Volumul JI - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE O creștere a numărului de bazofile - bazofilie - se observă cu hipotiroidism, stres, în timpul sarcinii, în timpul ovulației, după introducerea unei proteine străine Adesea, bazofilia apare cu leucemie mieloidă cronică, policitemie vera, limfogranulomatoză, după splenectomie, luând estrogeni și medicamente antitiroidiene O creștere a numărului de limfocite - limfocitoză - se observă cu mononucleoză infecțioasă, tuse convulsivă, tuberculoză, limfocitoză infecțioasă, hepatită, unele infecții cronice (bruceloză, tuberculoză, sifilis), după îndepărtarea splinei Cel mai înalt grad de limfocitoză ajunge în leucemia limfocitară cronică ( - %) și este combinată cu leucocitoză mare ( x l și peste), leucemie cu celule păroase și unele tipuri de limfosarcoame O scădere a numărului de limfocite - limfopenia - se observă în infecțiile acute, unele stări de imunodeficiență, după administrarea de corticosteroizi și anumite medicamente pentru chimioterapie O creștere a numărului de monocite - monocitoză - se găsește în infecții bacteriene (tuberculoză, endocardită septică subacută, sepsis, sifilis, bruceloză), boli cauzate de protozoare, rickettsie și alți paraziți (malaria, tifos, tripanosomiază, leishmanioză), tumori, colagenoze leucemie monocitară cronică, utilizarea pe termen lung a dozelor mari de corticosteroizi Literatură Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , Leucococicentrat Prepararea și studiul leucoconcentratului se efectuează cu leucopenie severă, atunci când studiul formulei leucocitelor este dificil, precum și pentru a detecta elemente patologice care nu sunt detectate în frotiurile de sânge (de exemplu, în varianta aleucemică a leucemiei acute, limfogranulomatoză, mielom multiplu etc ) Leucoconcentrarea poate fi efectuată cu rezultate neclare ale puncției sternale Toate metodele existente de leucoconcentrare se bazează pe următoarele: ) hemoliză, ) centrifugare și ) sedimentare Cele mai fiziologice și răspândite metode se bazează pe sedimentarea celulelor sanguine Metoda Trilon B Principiu Datorită greutății specifice diferite a eritrocitelor și leucocitelor și adăugării a trei litri de B, care accelerează depunerea eritrocitelor, se obține o plasmă care conține un număr mare de leucocite Reactivi Metanol pentru fixarea frotiurilor Echipament special Microscop Termostat la °C Centrifuga Progresul definirii Se adaugă ml de sânge venos într-o eprubetă cu ml dintr-o soluție % din trei litri de B și se amestecă ușor Puneți un amestec de sânge cu Trilon într-un termostat (puteți sta și la temperatura camerei) timp de - de minute (în acest timp, peste eritrocite se formează - ml de plasmă transparentă) De la catre METODE DE STUDII HEMATOLOGICE cu puterea unei pipete Pasteur, un strat de plasmă este aspirat într-un tub de centrifugă, încercând să nu capteze eritrocitele Preturile sunt grifate la rpm timp de minute Se îndepărtează supernatantul și se prepară frotiuri din sediment (se pune o picătură de sediment cu o pipetă Pasteur pe o lamă și se prepară un frotiu) Frotiurile se usucă la aer, se fixează! si colorate cu pete hematologice Metoda heparinei (poate fi utilizată dacă trombocitele trebuie îndepărtate) Principiu La centrifugare plasmă diluată cu soluție rece de clorură de sodiu izotonică trombocitele se depun în sediment, iar leucocitele rămân în suspensie Reactivi Heparina ( unitati/ml) Soluție de clorură de sodiu , % Echipamente La fel ca în metoda Trilon B Progresul definirii Adăugați ml de sânge într-o eprubetă cu ml de heparină Apărare min Cu ajutorul unei pipete Pasteur se preia plasma intr-un tub de centrifuga avand grija sa nu capteze eritrocitele Centrifuga la rpm pentru K) min Supernatantul este îndepărtat și la precipitat se adaugă ml de soluție rece de clorură de sodiu , % Se centrifugă la - rpm timp de - minute (dacă există un amestec de eritrocite în sediment, apoi se centrifugă din nou cu o soluție rece de clorură de sodiu) Frotiurile se prepară din sediment și se colorează cu coloranți hematologici Valori normale În studiul leucoconcentratului la de persoane sănătoase, R A Pospelova a primit următoarea leucogramă: neutrofile înjunghiate , ± , %, segmentate , ± , %, eozinofile , ± , % bazofile , ± , %, limfocite , ± , %, monocite , ± , %, plasmocite , ± , % O persoană avea , % din mielocite în - , și , % din metamielocite, în - fragmente unice ale nucleelor regiunilor megacare semnificație clinică Studiul frotiurilor cu leucoconcentrat are avantaje semnificative față de frotiurile de sânge periferic în leucemia acută, în special în leucopenia severă Acest studiu face posibilă identificarea celulelor blastice, evaluarea completității remisiunii în leucemia acută și, de asemenea, efectuarea de studii citochimice care au o mare valoare diagnostică în leucemia acută Identificarea fragmentelor de nuclee megacariocite în frotiurile de leucoconcentrat se observă în bolile mieloproliferative, sindromul mielodisplazic, precum și în tumorile de diferite localizari O creștere a celulelor plasmatice poate fi cu limfogranulomatoză, mielom multiplu și alte tumori Cu limfogranulomatoza, pot fi găsite celule de Berezovsky Sternberg, Hodgkin Literatură Pospelova R A Leicoconcentrarea în practica clinică - M p Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Studiul celulelor lupusului (celule LE) Celulele lupusului servesc ca o manifestare morfologică a fenomenului imunologic caracteristic lupusului eritematos sistemic Ele sunt formate ca urmare a fagocitozei de către leucocite neutrofile (mai rar monocite) ale nucleelor celulare care conțin ADN depolimerizat Se presupune că substanța fagocitată este un complex imun format din factor lupus (factor antinuclear), reziduuri ale nucleului leucocitar și complement Morfologic, celulele LE se caracterizează prin prezența în citoplasmă a leucocitelor neutrofile a unei formațiuni rotunde fără structură, asemănătoare cu un nucleu lizat de culoare violet deschis, ocupând partea centrală a celulei cu nucleul împins la periferie Mai rar, aceeași formațiune este detectată în monocite, uneori este localizată extracelular pot forma figuri "rozete" (formație înconjurată de neutrofile) Spre deosebire de celulele LE, neutrofilele cu o substanță fagocitată nu se găsesc de natură omogenă, ci cu o structură de cromatină păstrată Astfel de celule sunt denumite celule Garth și sunt considerate ca progenitoare ale celulelor LE Celulele LE tipice sunt considerate specifice pentru lupusul eritematos sistemic Au fost propuse numeroase metode pentru studiul fenomenului LE, care se bazează pe incubarea celulelor pacientului în plasmă proprie (metoda propusă de Hargravcs, Zimmer ) Se recomandă agitare mecanică suplimentară pentru a îmbunătăți trauma celulară și pentru a crește numărul de celule LE Metoda Hargrenes-Zimmer Principiu Deteriorarea mecanică a leucocitelor pentru a îmbunătăți funcția LE Reactivi Alcool metilic Vopsea de Romanovsky-Giemsa sau altă atol ogie de pietre prețioase la și și la rasitel Echipament special I Microscop Sita metalica Pistil de portelan Centrifuga Progresul definirii Se colectează ml de sânge venos într-o eprubetă și se lasă să se coaguleze timp de ore Sângele coagulat se toarnă pe o sită metalică așezată pe o cutie Petri, iar cheagul este frecat în vas cu un pistil Conținutul vasului Petri este turnat într-un tub de centrifugă și centrifugat la rpm timp de minute Supernatantul este aspirat și îndepărtat, iar frotiurile sunt preparate din sediment (stratul superior) Frotiurile uscate se fixează și se colorează cu colorant hematologic Metoda Zinkham-Conley modificată de ELLIovoselova Principiu Efect mecanic asupra sângelui, facilitând formarea LE-fsnomen, Reactivi Oxalat de sodiu Alcool metilic Vopsea Romanovsky-Giemsa sau azur-eozina Echipament special Microscop Pret trifuge Margele de sticla cu diametrul de - mm Progresul cercetării mg oxalat de sodiu și ml METODE DE STUDII HEMATOLOGICE sânge venos Se amestecă bine și se lasă să stea - , ore Adăugați - margele în eprubetă, închideți tubul ermetic cu un dop și amestecați timp de de minute (înclinând tubul cu dopul în jos și în sus) Apoi stați oră la temperatura camerei până când straturile se separă Plasma este aspirată cu o pipetă Pasteur și transferată într-un tub de centrifugă Se centrifugă la rpm timp de minute Supernatantul se scurge, se prepară frotiuri din sediment Frotiurile uscate se fixează în alcool metilic și se colorează cu colorant hematologic Valori normale La oamenii sănătoși, celulele lupusului sunt absente în sânge semnificație clinică Detectarea celulelor LE este un simptom specific al lupusului eritematos sistemic Studiul trebuie efectuat înainte de începerea terapiei cu corticosteroizi Un rezultat negativ al studiului nu exclude posibilitatea acestei boli, se întâmplă în perioada incipientă a bolii, precum și cu sindromul nefrotic sever și pierderea unei cantități mari de proteine în urină Studiul imunologic al anticorpilor antinucleari are o mare valoare diagnostica Literatură L Yeager Imunologie clinică și alergologie, M , , v , p - Studii citochimice ale leucocitelor Studiile citochimice sunt efectuate în frotiuri de sânge, leucoconcentrat, măduvă osoasă și alte puncții Ele se bazează pe utilizarea unor reacții chimice specifice pentru a determina diferite substanțe din celule Aceste studii vă permit să studiați localizarea și să estimați aproximativ cantitatea de substanțe care trebuie determinată în diferite elemente celulare Studiile citochimice sunt relativ simple, fac posibilă examinarea diferitelor tipuri de leucocite, dar sunt inferioare ca precizie analizei cantitative efectuate prin metode biochimice Într-un studiu citochimic, se utilizează mai des o evaluare semi-cantitativă a rezultatelor, folosind principiul Astapdi, bazat pe identificarea diferitelor grade de intensitate a unei anumite culori În funcție de acesta, elementele studiate sunt împărțite în grupe: cu o reacție negativă ( ), slab pozitivă (+), pozitivă (++) și puternic pozitivă (+++) Pentru cuantificarea rezultatelor se numără de celule de un anumit tip, diferențiându-le după principiul indicat, apoi se înmulțește numărul de celule cu aceeași intensitate a culorii cu numărul de plusuri corespunzător acestui grup, suma acestor produse este unități convenționale De exemplu, la studierea activității fosfatazei alcaline în neutrofile din de celule scanate, de celule nu au prezentat activitate a enzimei (-), în de celule culoarea specifică a fost slabă (+) și în celule a fost mai intensă ( ++) Rezultatul determinării activității fosfatazei alcaline în neutrofile în acest caz va fi ( x ) + ( x ) + ( x )= + + = unități Puteți exprima rezultatul ca un indice citochimic mediu conform L Kaplow ( ) sau un coeficient citochimic mediu (MCC) (În acest scop se diferențiază și de celule în studiu conform sistemului de mai sus Procentul de celule obținut în fiecare grupă se înmulțește cu cel corespunzător Volumul II - TEHNICA ANALITICA PRIVATA! IOLOGIE numărul de plusuri din acest grup Suma acestor valori, împărțită la , este SCC pentru o celulă În acest exemplu, MCC al fosfatazei alcaline neutrofile este , În acele cazuri în care substanțele studiate sunt localizate în celule sub formă de granule unice, este indicat să se exprime rezultatul reacției citochimice ca procent de celule care dau o reacție pozitivă Metoda de evaluare semi-cantitativă este provizorie, dar permite compararea distribuției substanțelor de testat în diferite elemente celulare sau în aceleași celule în diferite condiții patologice ale organismului, precum și în funcție de evoluția bolii, de severitatea acesteia iar în legătură cu terapia în curs de desfăşurare Reacțiile citochimice sunt efectuate pentru a diferenția diferitele tipuri de leucemie acută, boli mieloproliferative cronice și diagnosticarea leucemiei cu celule păroase Cele mai frecvente sunt studiile citoenzimatice, care fac posibilă identificarea activității diferitelor enzime din celule Pentru aceasta, se folosesc mai des metodele de cuplare azo, în care un substrat specific, interacționând cu enzima, formează un produs de reacție care este colorat cu săruri de diazoniu, localizarea enzimei și activitatea acesteia sunt judecate după culoare Acest capitol enumeră cele mai comune metode de cercetare citochimică în practica clinică FOSFATAZA ALCALINĂ (EC ) se găsește predominant în leucocitele neutrofile mature; activitatea enzimatică este asociată cu granule secundare (specifice) ale citoplasmei Aparține grupului de enzime hidrolitice cu acțiune optimă la pH , , hidrolizează esterii ortofosfat monosubstituiți Cea mai comună este determinarea activității enzimelor prin metode de detectare a azoice Metoda de cuplare azoică Keplow Principiu Scindarea fosfatului de os-naftil de către fosfatază alcalină cu eliberarea de os-naftol, care formează un precipitat maro insolubil cu săruri de diazoniu la locurile de localizare a enzimei Reactivi Soluție de formol , % în metanol absolut Soluție , M de tampon propandiol (pH , ), se prepară o soluție bazică , M D , g de -amino msti l- , -propandiol și se dizolvă în ml apă distilată), se păstrează la frigider A Din soluția stoc se prepară o soluție , M ( ml din soluția tampon stoc se amestecă cu ml dintr-o soluție de HCI , N și se diluează la ml cu apă distilată), se păstrează la frigider a-naftil fosfat Puteți folosi naftol-AS-fosfat, naftol- AS-TR fosfat sau naftol-AS-B I-fosfat Albastru rigid RR: coloranții domestici pot fi utilizați soluție de diasol blue C și diasol blue , , % verde de metil Mediu de incubare (se prepară înainte de utilizare): mg α-naftil fosfat, mg RR albastru puternic, ml soluție tampon Echipament special Frigider METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Progresul cercetării Frotiurile uscate la aer se fixează în soluție de formol % în metanol absolut la o temperatură de - °C timp de s După filtrare, mediul de incubare este aplicat pe frotiurile uscate, iar frotiurile sunt lăsate la temperatura camerei timp de - minute Clătiți cu apă curentă timp de secunde Terminați colorarea cu verde de metil timp de minute sau cu hematoxilină Mayer timp de - minute Metoda de cuplare azo (modificată de M G Shubin) Pentru principiu, vezi metoda de azo-cuplare a lui Keplow Reactivi Soluție , % de celoidină într-un amestec de cantități egale de alcool absolut și eter Celoidina poate fi preparată din filme cinematografice și fotografice conform metodei Merkulov: îndepărtați stratul de emulsie după înmuiere în apă fierbinte sau alcali, rezista - zile în trei schimbări de cloroform, clătiți cu alcool, uscați, tocați fin și dizolvați într-un amestec de alcool absolut cu eter Soluție , M de tetraborat pH , [ , g de tetraborat de sodiu (borax) să se dizolve și se aduce cu apă distilată la l] Soluția este stabilă Soluție , % de a-naftil fosfat în soluție de tetraborat (se prepară înainte de utilizare) Soluție , , % de albastru diazol în soluție de tetraborat (preparată înainte de utilizare și filtrată într-un loc ferit de lumină) Hematal Baker: Un volum de hemateină , % preparată în etilenglicol apos % este amestecat cu un volum de sulfat de aluminiu apos , % Hematoxilina poate fi folosită în loc de hematal: g de vopsea se dizolvă în ml de apă distilată, se aduce la fierbere, se adaugă ml de apă distilată, se adaugă , g de iod de sodiu și g de alaun de potasiu, se agită până când dizolvat si racit Mediu de incubare (se prepară înainte de utilizare); cantități egale de reactivi și Echipament special Frigider Progresul definirii Frotiurile se fixează în soluție de celoidină , % timp de - s După fixare, celoidina de pe reversul lamei este îndepărtată cu un șervețel, lamelele sunt așezate în poziție verticală pe hârtie de filtru și lăsate să se usuce Se incubează în mediu de incubare la temperatura camerei ferit de lumină timp de de minute Clătiți cu apă curentă timp de - minute și clătiți cu apă distilată Finalizați nucleele cu colorant (reactiv ) Când se utilizează hematal , frotiurile sunt colorate timp de - de ore, apoi se clătesc în apă distilată și curgătoare și se usucă Când se utilizează hematoxilină, frotiurile sunt colorate timp de - de minute se clătește în tampon tetraborat diluat cu apă de la robinet, se spală cu apă și se usucă Valori normale La oamenii sănătoși, majoritatea neutrofilelor segmentate sunt fosfatază negative și doar - % dintre celule au activitate enzimatică slabă (+) Potrivit lui M G Shubich și B S Nagoev, activitatea fosfatazei pentru persoanele sănătoase de ambele sexe este de ± , unități, sau SPC , ± , Potrivit altor autori, fluctuațiile activității fosfatazei alcaline în neutrofilele din sângele periferic de la la de unități S-a constatat o diferență semnificativă între indicatorii activității enzimatice la bărbați și femei (respectiv ± , și ± , unități) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE semnificație clinică O creștere a activității fosfatazei alcaline în neutrofile se observă în policitemia vera, mielofibroza idiopatică, procesele inflamatorii, intoxicațiile și bolile infecțioase tumori, colagenoze ciroza hepatică O scădere bruscă a activității fosfatazei alcaline se observă în leucemia mieloidă cronică, astfel încât studiul acestei enzime poate fi utilizat pentru diagnosticul diferențial al acestor afecțiuni Determinarea dinamicii activității fosfatazei alcaline în granulocitele din sângele periferic este utilizată pentru a diagnostica complicațiile postoperatorii în practica chirurgicală Literatură Shubich M G , Nagoev B S Fosfataza alcalină a leucocitelor în condiții normale și patologice, - M : Medicine, F G J Heihou D Quaglino Citochimie hematologică, M , FOSFATAZA ACIDĂ (EC ) Se găsește predominant în neutrofile și limfocite din sânge; localizarea este asociată cu lizozomii citoplasmei celulelor Fosfataza acidă este o enzimă hidrolitică cu un pH optim de , Pentru studiile citochimice se folosesc mai des metodele de cuplare azoica Metoda de cuplare azoică a lui Burston (modificată de IO F Rudeis, I M Buikis) Pentru principiu, vezi metoda de azo-cuplare a lui Keplow Reactivi Soluție tampon de azotat , , M (pH , ) Soluție de clorură de magneziu , M Naftol-AS-fosfat (se poate folosi naftol-AS- R-fosfat sau naftol-AS-B -fosfat Dimstilformamidă Diazol albastru C sau albastru puternic BB Colorant Romanovsky-Giemsa Soluție izotonică de clorură de sodiu Mediu de incubare: mg nafol-AS-fosfat dizolvat în ml dimetilformamidă: ml tampon citrat , M pH , ml apă distilată ml soluție de clorură de magneziu, mg albastru diazol Se prepară înainte de utilizare și se utilizează după filtrare Echipament special Termostat Progresul cercetării Frotiurile nefixate sunt incubate în mediu de incubare la °C timp de ore I [spălată cu soluție izotonică de clorură de sodiu Colorat cu colorant Romanovsky-Giemsa Se spală în apă curentă Activitatea enzimatică este detectată ca o culoare albastră Valori normale În neutrofilele segmentate, activitatea enzimei este de , ± , unități sau MCC , gK), , în limfocite - , ± , unități, sau MCC , , În Est, activitatea fosfatazei acide în neutrofile este mai mare decât la adulți semnificație clinică Se observă o creștere a activității neutrofilelor în timpul proceselor inflamatorii, tuberculozei, infarctului miocardic, bolilor chirurgicale acute și tumorilor maligne Trebuie avut în vedere faptul că un număr mare de activitate enzimatică poate fi rezultatul unei creșteri a activității fosfatazei alcaline în neutrofile, deoarece activitatea acestora din urmă poate fi detectată și într-un mediu acid Deoarece în toate bolile de mai sus , o creștere a activității și alcaline METODE DE STUDII HEMATOLOGICE fosfatază, iar în metoda citochimică de studiere a ambelor enzime se folosește un singur substrat, la obținerea unei activități ridicate a fosfatazei acide, M G O creștere a activității fosfatazei acide în limfocite se observă în timpul imunizării, diferite boli alergice În celulele blastice în leucemia acută, natura distribuției produsului de reacție este diferită în funcție de tipul de leucemie În leucemia limfoblastică acută cu celule T, activitatea fosfatazei acide este detectată sub formă de - granule mari Pentru a diagnostica leucemia cu celule păroase, este necesar să se determine izoenzima rezistentă la tartrat a fosfatazei acide Literatură Burston M Histochimie fsrmsntov -M : Mir , p ; F G J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, M , MIELOPEROXIDAZA (EC ) Enzimă localizată predominant în granulocitele azurofile și este un marker al liniilor celulare mieloide Mieloperoxidaza distruge peroxidul de hidrogen toxic, care se formează vpuirletochno în procesul de activitate vitală a celulei Metoda Graham-Knoll Principiu În prezența peroxidazei, benzidina este oxidată de peroxid de hidrogen în oxibenzidină brună Reactivi Soluție de formol-alcool , % ( părți % formol și părți alcool %) Soluție de incubare: se dizolvă benzidină (la vârful unui cuțit) în ml alcool %, m apă și se adaugă , ml peroxid de hidrogen % Reactivul este utilizabil în - zile Colorant Romanovsky-Giemsa Echipament special Nc necesar Progresul definirii Frotiurile proaspete (vechi de - zile) se fixează cu o soluție de formol-alcool % timp de de secunde Clătiți cu apă curentă și uscați Înmuiați în soluție de incubare timp de minute Clătiți bine cu apă curentă și uscați Colorat cu colorant Romanovsky-Giemsa Peroxidaza este detectată în citoplasma celulelor sub formă de granule maro Metoda modificată a lui R P Narcissov Vezi metoda Graham-Knoll pentru principiu Un fixativ adecvat și o cantitate mică de peroxid de hidrogen au fost folosite pentru a reduce inactivarea enzimei Reactivi Soluție apoasă de acetonă % Soluție de borat de sodiu , M (se poate folosi fosfat sau tampon medipal pH - ) Soluție apoasă Trilon B % Soluție apoasă saturată de benzidină Soluție de peroxid de hidrogen , % (diluată înainte de utilizare dintr-o soluție % în două etape) Mediu de incubare: ml soluție apoasă Trilon B %, ml soluție de borat de sodiu, ml soluție saturată de benzidină și ml soluție de peroxid de hidrogen Soluție , % de verde de metil Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE în soluție tampon (pH , ) sau soluție apoasă de albastru de metilen , % Echipament special Termostat Progresul definirii Frotiurile proaspăt preparate se fixează în soluție apoasă de acetonă % timp de s Se spală cu apă distilată Se incubează în mediul de incubare și timp de oră într-un termostat la °C Clătire cu apă distilată Se colorează frotiurile cu verde de metil sau albastru de metilen timp de minute Puteți examina liniile nevopsite Valori normale În sângele oamenilor sănătoși, activitatea peroxidazei este detectată în principal în citoplasma granulocitelor și, într-o măsură mai mică, în monocite Enzima apare în celulele în stadiul de promielocite, apare în unele mieloblaste, iar activitatea sa crește pe măsură ce celulele din seria granulocitară se maturizează Mieloperoxidaza este un marker al liniilor celulare mieloide O reacție puternic pozitivă la mieloperoxidază se observă la - % dintre neutrofile (+++), pozitivă la - % (++) și slab pozitivă în restul celulelor (+) MCC al neutrofilelor din sângele periferic la persoanele sănătoase este , + , În eozinofile, este detectată o reacție puternic pozitivă la peroxidază semnificație clinică Activitatea enzimatică în neutrofile este redusă în infarctul miocardic, reumatism, tuberculoză, tumori În celulele blastice, activitatea enzimei este mare în leucemia mieloblastică acută, slabă în leucemia monoblastică acută și absentă în leucemia limfoblastică acută Literatură F G J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, M , ESTERAZE NESPECIFICE Un grup de enzime care hidrolizează esterii acizilor carboxilici Localizat în citoplasma celulelor, în principal în lizozomi Cea mai mare activitate a fost găsită în monocitele Krivi Pentru a determina activitatea enzimelor se folosesc diferite substraturi (un acetat de naftil, naftol-AS-acetat, naftol-AS D-cloracetat, p-naftil acetat etc ) a-NAFTILACETAT-ESTERAZĂ Metoda Leffler Principiu Compusul acetat de α-naftil la un anumit pH și temperatură, sub influența esterazelor nespecifice, este hidrolizat pentru a forma naftol liber, care, cu sărurile de diazoniu, dă culoare Reactivi Producția industrială de formol ( %) un acetat de naftil Acetonă x partea Soluție tampon fosfat , M (pH , - , ) BB albastru puternic (sau GR roșu puternic) Colorant nuclear (hematoxilină, verde de metil etc ) Mediu de incubare: mg acetat de a-naftil dizolvat în , ml acetonă; ml soluție tampon (reactiv nr ) se agită până se dizolvă; mg sare de diazoniu (reactiv nr ), se agită până se dizolvă și se filtrează Echipament special Cântare Desicator METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Progresul definirii Frotiurile proaspăt preparate și uscate la aer se fixează în vapori de formol timp de minute (preparatele fixe pot fi păstrate la frigider câteva săptămâni sau la temperatura camerei) Se incubează în mediu de incubare la temperatura camerei timp de de minute Se spală în apă curentă ( - minute) Se colorează cu soluție de hematoxilină timp de min Se clătește cu apă distilată timp de minute Activitatea enzimatică este detectată ca granule maro-negru (când se utilizează albastru solid) sau roșu-maro (când se utilizează roșu solid) în citoplasma celulelor Valori normale În monocitele din sângele periferic, enzima activă este conținută sub formă de granule fine și abundente SCC în monocite este , ± , Un număr mic de limfocite ( , ± , %) conțin activitate enzimatică sub formă de granule unice în citoplasmă În trombocitele din sângele periferic, enzima este detectată sub formă de granule mici; în neutrofilele ee-mentonucleare, activitatea sa este neglijabilă Dintre elementele celulare ale măduvei osoase, promielocitele, mielocitele, megacariocitele și monocitele au cea mai mare activitate În monocitele din sângele periferic și măduva osoasă, adăugarea de fluorură de sodiu (NaF) în cantitate de , mg/mL inhibă reacția, care este utilizată în diferențierea celulelor monocitare de alte elemente celulare semnificație clinică O scădere a activității enzimatice în monocite și o creștere a limfocitelor a fost găsită în leziunile hepatice difuze Activitatea semnificativă a enzimei a fost găsită în celulele plasmatice din mielomul multiplu, celulele blastice în variantele acute monoblastice și mielomonoblastice ale leucemiei, suprimate de fluorură de sodiu, în timp ce în alte forme de leucemie acută, activitatea enzimei în celulele blastice este neglijabilă leucemie limfocitară cronică, activitatea enzimei în limfocite s-a redus brusc Activitatea enzimatică a neutrofilelor în leucemia acută, în special în cea misloblastică acută redus Literatură F G J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, M-, ACID α-NAFTILACETAT-ESTERAZĂ Enzima este localizată în principal în lizozomii citoplasmei celulare și este implicată în hidroliza esterilor alifatici Metoda lui Kullepkampf et al Principiu Din compusul a-naftil acetat la pH acid, sub influența enzimei, se formează naftol liber, dând o colorare cu fucsină Reactivi Soluție de glutaraldehidă , % (pH , ) Soluție % de fuchsin clorhidric Soluție de azotat de sodiu % , , M tampon fosfat (pH , ) a-acetat de naftil Soluție de verde de metil % Mediu de incubare: ml reactiv nr , ml reactiv nr , ml reactiv nr mg acetat de a-naftil dizolvat în , ml acetonă Mediul de incubare trebuie să aibă un pH de , și să fie pregătit înainte de utilizare Echipament special Frigider Cântare Desicator Volumul P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Progresul definirii Frotiurile uscate la aer se fixează în glutaraldehidă (reactiv nr ) la °C timp de minute (fruielile nefixate pot fi păstrate la frigider timp de - luni) Se spală cu apă distilată Se incubează în mediu de incubare timp de , - ore Se spală cu apă distilată Colorat cu verde de metil Valori normale În citoplasma limfocitelor, activitatea enzimei este detectată ca granule roșu închis, în neutrofile și monocite - ca o culoare difuză CCC al limfocitelor este de , ± , Activitatea enzimatică crește odată cu creșterea timpului de incubare Astfel, în timpul incubației timp de , ore, activitatea enzimatică a fost detectată în , ± , % dintre limfocite, cu o prelungire a perioadei de incubație la ore, , ± , % dintre limfocite devin esteraz-pozitive Utilizarea formalinei ca fixativ dă rezultate mai stabile semnificație clinică O scădere a activității enzimatice în limfocite este caracteristică leucemiei limfocitare cronice (varianta celulelor B); odată cu proliferarea celulelor T, activitatea esterazei acide nespecifice în limfocite este crescută Produsul de reacție este reprezentat de - puncte focale mari Literatură Potapova S G , Shakhbazyan G P , Demidova N V , cazul Kozinets G I Lab F G J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, M , NAFTOL-A -ACETAT-ESTERAZĂ Metoda Leffler Principiul și echipamentul sunt aceleași ca pentru determinarea cx-naftil acetat esterazei Reactivi I Producția industrială de formol ( %) Tampon fosfat , M (pH , - , ) Acetonă x partea Naftol-AS-acetat (se poate folosi naftol-AB-O-acetat) BB albastru durabil Colorant nuclear Mediu de incubare: mg naftol-AS-acetat dizolvat în , ml acetonă, ml soluţie tampon (reactiv nr ): se agită '!' și se adaugă mg de BB albastru puternic, se agită și se filtrează Progresul definirii Frotiurile uscate la aer (timp de - ore) se fixează în vapori de formol timp de câteva minute Se amestecă în mediul de incubare timp de de minute la temperatura camerei Se spală în apă curentă Finisat cu colorant nuclear Valori normale De asemenea precum şi ot-naftil acetat esterază enzima este localizată în principal în monocitele din sânge În comparație cu activitatea α-naftil acetat esterazei, activitatea naftol-AB-apetat esterazei în neutrofilele segmentate este puțin mai mare, iar în limfocite este mai slabă În celulele măduvei osoase, enzima se găsește în megacariocite, plasmocite și granulocite imature semnificație clinică Activitatea semnificativă a enzimei este caracteristică celulelor blastice în leucemia acută monoblastică, în leucemia acută promielocitară; în alte variante de leucemie acută, activitatea enzimei în celulele blastice nu este detectată METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Literatură F G J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, M , NAFTOL-A - -CLORACETAT-ESTERAZĂ Metoda lui Moloney et al Principiul și echipamentul sunt aceleași ca și pentru determinarea a-naftil acetat-esterazei Reactivi Soluție de formol % în metanol (pastrată la frigider) Soluție tampon Michaelis (pH , ) Naftol-AS-D-cloracetat Acetonă x h GBC durabil granat sau BB durabil albastru Colorant nuclear Mediu de incubare: mg naftol-ASD-cloracstat dizolvat în , ml acetonă, ml soluție tampon (reactiv nr ) diluat în jumătate cu apă distilată (adăugată prin picurare) K) mg reactiv nr : Se agită rapid pentru a evita formarea unui precipitat, amestecul se filtrează Echipament special Nu este necesar Progresul definirii Frotiurile proaspăt preparate și uscate la aer sunt fixate în formalină rece % în metanol timp de de secunde și apoi uscate Preparatele fixe pot fi păstrate câteva luni Se pune în amestecul de incubare la temperatura camerei timp de de minute Se spală în apă curentă Îl termin cu colorant nuclear Valori normale Enzima este detectată ca granule albastre sau violete în citoplasma neutrofilelor segmentate; limfocitele și molocitele nu conțin enzima În frotiurile de măduvă osoasă punctate ale persoanelor sănătoase, cea mai mare activitate a enzimei se găsește în promielocite Pe măsură ce granulocitele se maturizează, activitatea naftol-A -B-cloracetatesterază scade oarecum, dar rămâne destul de ridicată Cea mai mare intensitate a reacției se observă la fixarea în vapori de formol la temperatura camerei Un timp de fixare de până la minute nu afectează nivelul activității enzimatice, doar la fixarea timp de de minute sau mai mult activitatea enzimatică scade semnificație clinică Activitatea enzimatică ridicată a fost găsită în celulele blastice în leucemia acută promielocitară, neglijabilă în leucemia acută monoblastică; în alte variante de leucemie acută, activitatea în celulele blastice nu a fost detectată Literatură F G J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, Moscova, DEHIDROGENAZELE sunt un grup de enzime redox localizate în mitocondriile citoplasmei celulare Pentru a studia diferite dehidrogenaze, se folosește metoda lui Nachlas și colab în modificări, bazate pe reacția de reducere a sărurilor de tetrazoliu și precipitarea diformazanului la locurile de activitate enzimatică SUCCINAT DEHIDROGENAZĂ (SDG; E F ) Metoda lui Nachlas et al (modificarea lui Quaglino, Heihou) Principiu Activitatea enzimei este evaluată prin reacția de reducere a sărurilor de tstrazolium sub formă de precipitat albastru de liformazan Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Reactivi, Soluție apoasă de acetonă % Tampon fosfat , M (pH , ) - Soluție de succinat de sodiu , M Soluție , M de bicarbonat de sodiu Soluție de clorură de aluminiu , M Soluție de clorură de calciu , M Tetrazolium nitro VT J% soluție roșie puternică , Mediu de incubare: ml reactiv nr ml reactiv nr , ml reactiv nr , , ml reactiv nr mg tetrazoliu în ml apă distilată, apă distilată până la ml Echipament special Termostat Progresul definirii Frotiurile proaspăt preparate și uscate la aer se fixează în acetonă la temperatura camerei timp de - s Se spală în apă distilată și se usucă la aer Se incubează în mediu de incubare timp de oră la °C Spăl cu apă distilată Recolorați cu soluție , % de roșu puternic timp de minute Metoda lui Nachlas et al (modificat de R P Narcissov a) Principiul doamnei Reactivi Soluție de acetonă % saturată cu Trilon B Tampon fosfat / M (pH , ) Sucinat de sodiu Paranitrotetrazol și al-lea violet Trilon B Soluție , % de verde de metil în tampon acetat (pH , ) Mediu de incubare: mg succinat de sodiu se dizolvă în ml apă distilată, ml soluție tampon (reactiv nr ) și ml soluție para-nitrotetrazoliu în apă distilată ( mg/ml) se adaugă, mg de Trilon B (pH pentru a se ajusta la , ) și apă distilată până la ml Mediul poate fi utilizat timp de - săptămâni dacă este refrigerat Echipament special Termostat sau baie de apă Frigider Progresul definirii Se fixează frotiurile cu acetonă (reactiv nr ) la temperatura camerei timp de s Clătiți cu apă distilată timp de - secunde și uscați Se incubează în mediu de incubare timp de oră la °C Clătiți cu apă curentă timp de min Clătiți cu apă distilată timp de - secunde Finisaj colorat cu verde de metil timp de - minute Se spală în apă curentă În plus, frotiurile sunt fixate cu vapori de formol timp de de minute (pentru a preveni dizolvarea formazanului, nitrotetrazolului și violetului în ulei de imersie) α-GL ACEROFOSFAT DEHIDROGEN AZA (αGFDG) Metoda Nakhlas și colab (modificat de R P Narcissova) Principiul cm Succinat dehidrogenază Reactivi Soluție de acetonă % saturată cu Trilon B Tampon fosfat / M (pH , ) "-Glicerofosfat de sodiu Para-nitrotetrazol și violet Trilon B Soluție de verde de metil , % în tampon acetat (pH , ) Mediu de incubare: se dizolvă mg n-glicerofosfat de sodiu în K) ml apă distilată, K) ml soluție tampon (reactiv nr ) ml de soluție de para-nitrotetrazol și I în apă distilată ( mg/ml), mg de Trilon B (pH ajustat la , ) și apă distilată la ml Mediul este utilizabil timp de - săptămâni dacă este păstrat la frigider METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Pentru echipament și modul de determinare, vezi succinat dehidrogenază (modificare R II Narcissov) Valori normale La indivizii sănătoși, SDH și a-GPDH sunt detectate ca granule în neutrofile, limfocite, trombocite din sângele periferic și mieloblaste granulocite, megacariocite, eritro și normoblaste ale măduvei osoase SCC SDH al limfocitelor este , ± , ; a-HPDG - , ± , La copii, activitatea enzimei SDH a fost găsită în % dintre limfocite La adulții sănătoși, aproximativ % din celulele nediferențiate din punctatul măduvei osoase au activitate enzimatică (+), toate elementele nucleare ale seriei eritroide și granulocitele prezintă activitate la (+) și (++) semnificație clinică S-a observat o scădere a activității enzimelor din limfocite în timpul unui atac de astm bronșic, cu leucemie limfocitară cronică O creștere a activității enzimatice a fost constatată la pacienții cu tumori maligne în granulocite, o scădere a activității în leucemia mieloidă cronică Literatură Narcissov R P Arh anat , nr , p - J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, M , GLICOGENUL este localizat în citoplasma celulelor și joacă un rol important în metabolismul energetic al celulelor În studiul citochimic al glicogenului se utilizează în principal reacția PAS- sau PAS (după denumirea reactivilor - acid Schiff-iodic) Metoda Shabadash Principiu Sub influența periodatului de potasiu, glicogenul este oxidat pentru a forma compuși aldehidici care reacționează ușor cu reactivul Schiff (acid fuxină-sulfuros) În locurile de localizare a glicogenului, este detectată colorarea cireș-violet Reactivi Soluție , M de periodat de potasiu sau de sodiu: mg de periodat se dizolvă în ml apă distilată Pregătiți înainte de utilizare n HCI: , ml HO concentrat rel densitatea de , se adaugă cu apă distilată la litru Fuchsin bazic (pentru fucsin-acid sulfuros) Metabisulfit de potasiu Reactiv Schiff: g fucsin bazic se dizolvă în ml apă distilată clocotită În timpul răcirii, la soluție se adaugă g de metabisulfit de potasiu și ml de HCI N Plec'!' pentru o zi Pentru decolorarea completă se adaugă o tabletă de carbolen zdrobită, lăsată o zi, apoi filtrată Reactivul este depozitat la întuneric (de preferință la rece) într-un recipient bine închis Utilizabil timp de câteva luni (un ușor grad de roșeață indică inadecvarea reactivului) Apă sulfuroasă: la ml soluție de metabisulfit de potasiu % se adaugă ml apă distilată și ml N NSI Se prepară înainte de utilizare Soluție alcoolică , % de vopsea verde deschis (lichtgrün) sau soluție de hematoxilină Echipament special Arzatoare Termostat Cântare Volumul P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Progresul definirii Preparatele se fixează (imediat după preparare) în alcool absolut timp de min Clătiți în două schimburi de apă distilată Se scufundă în soluție de periodat timp de de minute (la întuneric) Clătiți cu trei schimburi de apă distilată Clătiți cu apă cu sulf (timp de - minute) Se colorează cu reactiv Schiff timp de - min (la întuneric) Clătiți în trei schimburi de apă sulfuroasă timp de minute Se spală în schimburi de apă distilată timp de minute Se colorează cu vopsea verde deschis sau cu soluție de hematoxilină timp de - s Se spală în apă distilată Glicogenul colorează vișiniu-violet pe fondul verde al preparatului Pe lângă glicogen, substanțe I K-pozitive precum mucopolizaharide acide și neutre, mucoproteine, glicoproteine etc , pot da o reacție pozitivă Glicogenul poate fi ușor diferențiat de alte substanțe printr-un test cu saliva sau diastaza Testul salivare Medicamentul este plasat în saliva colectată și lăsat timp de de minute într-un termostat Apoi produceți colorarea pentru glicogen prin metoda de mai sus Incubarea preparatelor cu salivă contribuie la descompunerea glicogenului, iar atunci când reacţionează cu reactivul Schiff, nu se obţine o culoare roz De asemenea, puteți identifica glicogenul prin preincubarea frotiurilor cu diastază (α-amilază; E F ) (dizolvați ml diastază filtrată în ml soluție izotonică de clorură de sodiu) timp de de minute într-un termostat Valori normale În frotiurile de sânge periferic, glicogenul se găsește în citoplasma neutrofilelor (sub formă de boabe fine abundente), citoplasma limfocitelor (sub formă de cantitate mică de granule) În punctatul măduvei osoase, glicogenul este detectat în granulocite cu diferite grade de maturitate, limfocite și megacariocite La persoanele sănătoase, numărul de neurofile din sânge colorate intens (+++) variază între - % intensitate medie a culorii (++) - între - %, slab colorat (+) - de la la % SCC este , - , În limfocitele din sânge ale oamenilor sănătoși, glicogenul este conținut sub formă de număr mic de granule în , ± , % din celule În megacariocitele din măduva osoasă, glicogenul se găsește sub formă de granule (de la unic la - ), asemănătoare cu acumulări de trombocite La persoanele sănătoase, numărul de megacariocite glicogen-pozitive este de , + , % semnificație clinică O creștere a conținutului de glicogen în neutrofile se observă în diferite procese inflamatorii, eritremie, diabet zaharat, o scădere a agranulocitozei, radiații, leucemie mieloidă cronică, în special odată cu progresia procesului O creștere a numărului de limfocite glicogen-pozitive (până la - %) este caracteristică bolilor limfoproliferative, în special leucemia limfocitară cronică Cu purpura trombocitopenică și trombocitopenia simptomatică, numărul de forme glicogen-pozitive de megacariocite este redus semnificativ, după splenectomie se ridică la valori normale În leucemia acută, glicogenul poate fi detectat în rozariile blastice: în leucemia acută misloblastică - sub formă de granularitate fină în citoplasmă sau sub formă de colorare difuză, în leucemia limfoblastică acută - în METODE DE STUDII HEMATOLOGICE sub formă de granule mari situate în citoplasmă din jurul nucleului; în varianta monoblastică acută, celulele blastice conțin puțin glicogen sub formă de culoare difuză sau difuz-granulară; în eritromieloză, glicogenul sub formă de granule se găsește într-un număr semnificativ de eritroblaste Literatură J Hayhow, D Quaglino Citochimie hematologică, M , proteină cationică Proteina cationică neenzimatică este localizată în lizozomii granulocitelor și joacă un rol important în implementarea funcției fagocitare a celulelor În studiul citochimic al proteinelor cationice, folosesc metodele r bazată pe utilizarea coloranților anionici diacromici Metoda lui V E Pigarevsky (modificată) Principiu Colorarea selectivă a proteinei cationice a granulocitelor cu verde puternic la pH , - , Reactivi Soluție alcoolică de formol ( ml de formol și ml de alcool etilic absolut) Soluție de tris , M: , g de tris(hidroximetil)aminostan se dizolvă în litru de apă distilată , n NSI Tampon metanol Tris ( ml reactiv nr amestecat cu , ml reactiv nr și , ml metanol) Soluție alcoolică tamponată de verde rapid (pH , , ): mg de verde rapid se dizolvă în ml de reactiv nr Se determină pH-ul la o zi după prepararea reactivului și se egalizează prin adăugarea de pulbere Tris uscată la soluția (la pH sub D) sau soluția slabă de HCI (pH peste , ) Valoarea setată a pH-ului este stabilă în timpul funcționării timp de luni Depozitați soluția într-un recipient de sticlă cu dop măcinat (poate fi la temperatura camerei) Soluție apoasă , % de azur A: mg de azur A se dizolvă în ml apă distilată Vopseaua este durabilă Echipament special , pH-metru Cântare Progresul definirii Frotiurile uscate la aer se fixează într-o soluție alcoolică de formol timp de - s Pentru a evita colorarea de fond, se pot folosi frotiuri nefixate proaspăt preparate (nu mai târziu de de ore de la preparare, trebuie fixate lamele pe termen mai lung) Frotiurile sunt colorate cu o soluție tamponată de alcool verde puternic (reactiv nr ) timp de de minute Clătiți rapid cu apă distilată Se colorează cu o soluție apoasă de azur A timp de - s Se spală petele cu apă distilată și se usucă La microscopie cu filtru de lumină galben sau portocaliu, proteina cationică din citoplasma celulelor are aspectul unor granule de culoare verde strălucitor Metoda gi reproductibilă: coeficient de variație Cv = , % pentru valori normale și , % pentru patologice (ns depășește valoarea admisibilă) Valori normale La adulții cu vârsta cuprinsă între - de ani, MCC este de , ± , pentru bărbați și , ± , pentru femei Valori mai mari au fost obținute la copiii de - luni ( , ± , ) și - ani ( , ± , ) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Metoda cu albastru de bromfenol (după M G, Shubin) Principiu Colorarea selectivă a proteinei cationice cu albastru de bromofenol Reactivi I Soluție % de acid sulfosalicilic ( g de acid sulfosalicilic se dizolvă în ml apă distilată) Soluție , M de borax pi I , ( , g de borax se dizolvă în litru de apă distilată) Soluție M de fosfat de potasiu divizat o singură dată ( , g de KH PO se dizolvă în litru de apă distilată) Tampon borat , M pi I , ( , ml reactiv nr se adaugă , ml reactiv nr , apoi se ajustează cu reactiv la pH , ) Soluție , % de albastru de bromofenol în borat , M tampon ( mg albastru de bromofenol uscat se dizolvă în ml reactiv nr ) Soluție apoasă % de safranină sau soluție , % de fuchsină bazică Acesta din urmă se prepară înainte de utilizare: se dizolvă mg fucsin bazic în ml apă distilată clocotită Echipament special pH-metru Cântare Aragaz pe gaz sau electric Progresul definirii Frotiurile se fixează într-o soluție % de acid sulfosalicilic timp de - s Clătiți bine cu apă distilată și uscați Se colorează cu o soluție , % de albastru de brom fenol în tampon borat (reactiv nr ) timp de - minute Se spală în trei schimbări cu tampon borat , M (reactiv nr ) timp de - min Se usucă și se colorează cu soluție % de safranină timp de - s sau soluție , % de fuchsin bazic timp de - s Clătiți cu apă curentă de la robinet și uscați Proteina cationică este detectată în citoplasma celulelor sub formă de granule albastre Valori normale În neutrofilele sănătoase s-au găsit + , unități sau MCC , ± , , în timp ce nu au fost observate diferențe la persoanele sănătoase de ambele sexe Neutrofilele pozitive pentru proteine sunt de ± , % la bărbați și ± , % la femei semnificație clinică O scădere a proteinei cationice în neutrofile este caracteristică unui proces inflamator acut; observată în mijlocul diferitelor boli infecţioase de etiologie bacteriană şi virală Perioada de recuperare este însoțită de normalizarea indicatorului Modificările conținutului de proteină cationică lizozomală se corelează cu severitatea bolii Literatură Mazing Yu A , Starosslskaya I Ya laborator cazul, , nr , p - ; Nagoev B S Proteina cationică a leucocitelor și semnificația acesteia: Ghid, - Nalchik - p ; Pigarsvskiy V E , Mazing Yu A Caz de laborator, , nr , p - : Shubich M G Citologie, Nr , p - lipidele sunt localizate în citoplasma celulelor în principal în membranele organitelor și se găsesc în principal în granulitele neutrofile Ele joacă un rol important în permeabilitatea membranei Studiul citochimic se bazează pe utilizarea substanțelor colorante care se dizolvă în grăsimi (Sudan III, Sudan IV, Sudan Negru etc ) Pentru a detecta grăsimea neutră, se folosește șalău biban IIL, care colorează grăsimea portocalie Lipoizii sunt mai bine detectați cu negru Sudan (colorare neagră) METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Colorare Sudan III (metoda Goldman) Principiu Dizolvarea grăsimilor și colorarea cu șalău III de culoare portocalie Reactivi I Alcool de formol ( parte formol și părți alcool %) alcool etilic % (adăugați , ml apă distilată la ml alcool %) cx-Naftol Soluție Sudan (la ml alcool % se adaugă ml apă distilată, , g a-naftol și un exces de Sudan III Soluția se fierbe timp de minute și se filtrează) Vopseaua Romanovsky- ymza Nu este necesar un echipament special Progresul definirii Frotiurile de sânge se fixează în alcool de formol timp de - minute Se colorează în soluție Sudan III timp de minute Se introduce în etanol % timp de min Finisajul colorat cu colorant Romanovsky-Giemsa sau hematoxilină timp de - minute Se spală cu apă distilată Lipidele sunt detectate ca granule portocalii Valori normale În frotiurile de sânge periferic, lipidele sunt conținute în citoplasma neutrofilelor sub formă de granularitate abundentă Majoritatea neutrofilelor ( - %) la persoanele sănătoase se colorează intens (+++), - % se colorează cu intensitate medie (++) și % sunt colorate slab (+) Lipide MCC în neutrofile , + , În frotiurile de măduvă osoasă din mieloblaste s-a găsit un conținut mic de lipide, în promielocite sunt mai multe, iar pe măsură ce neutrofilele se maturizează, conținutul de lipide crește semnificație clinică O creștere a conținutului de lipide în neutrofile este observată în leucemia acută și exacerbarea leucemiei cronice În leucemia acută, lipidele din celulele blastice au fost găsite la pacienții cu variante mieloblastice și monoblaste și nu au fost detectate în leucemia limfoblastică acută În leucemia acută nediferențiată, celulele blastice conțin doar o cantitate mică ( , ± , %) de lipide O scădere a lipidelor din neutrofile a fost găsită în reumatism și procese inflamatorii Literatură J Hsihow, D Quaglino Citochimie hematologică, M , TESTUL DE RECUPERARE A TETRAZOLIULUI NITROBLUE (testul I IST) face posibilă aprecierea funcției fagocitare și metabolice a granulocitelor prin formarea de granule de formazan a în citoplasmă Metoda lui Park et al în modificarea lui ІО-IBazhory et al Principiu Absorbția nitroblue tetrazoliului de către granulocite și reducerea lui la formazan, detectate ca granule albastre Reactivi Heparină ( - UI/ml) Tampon fosfat , M pH , Soluție , % de nitrozin tetrazoliu Soluție izotonică de clorură de sodiu Metanol Soluție de verde de metil % Echipament special Termostat plăci de polistiren (folosite pentru RTGA) Progresul definirii În godeul plăcii se adaugă , ml de soluție de heparină și , ml de sânge , ml tampon fosfat și , ml soluție de tetrazoliu co- Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE se amestecă godeurile cu o pipetă Placa este acoperită cu hârtie de filtru umezită cu soluție izotonică de clorură de sodiu și o placă de sticlă de dimensiunea corespunzătoare Pentru a crea o cameră umedă, placa de sticlă este presată cu cleme cu arc Se incubează într-un termostat la °C timp de minute, apoi la temperatura camerei timp de minute După fiecare etapă de incubare, amestecul este agitat cu o pipetă Pasteur (suflare aer) Frotiurile sunt preparate, uscate, fixate cu metanol și contracolorate cu verde de metil Valori normale La indivizii sănătoși, granulele de formazan se găsesc în , ± , % dintre neutrofile, Metha Stewart și colab modificat de B S Nagoev Pentru principiu, vezi Meta Park Reactivi I Heparina-K) ED în ml soluţie de clorură de sodiu , % Soluție apoasă , % de nitrozin getrazolium Soluție de formol % în soluție de clorură de sodiu , % Soluție de clorură de sodiu , % Soluție de formol-alcool % Soluție de safranină , % în soluție de clorură de sodiu , % Echipament special Eu centrifug Termostat sau baie de apă la °C Definirea progresului Se amestecă , ml de sânge de la un deget cu , ml de soluție de heparină Se adaugă , ml de soluție de nitrozin tetrazoliu Amestecul este incubat într-o baie de apă (sau într-un termostat) la °C timp de minute Amestecul se fixează în soluție de formol timp de minute Se adaugă ml apă distilată timp de s (pentru liza eritrocitelor) Se adaugă ml de soluție de clorură de sodiu , % (pentru a restabili izotonicitatea) și se lasă la temperatura camerei timp de minute Se centrifugă timp de minute la rpm Se îndepărtează lichidul supernatant cu o pipetă Pasteur, se prepară frotiuri din sediment Frotiurile sunt fixate într-o soluție de formol-alcool timp de s și contracolorate cu safranină Valori normale La persoanele sănătoase a fost detectat un test NBT pozitiv la , ± , % dintre neutrofile FCC este , ± , semnificație clinică Testul NBT este crescut în infecțiile bacteriene acute, exacerbarea și generalizarea proceselor inflamatorii focale, tuberculoză pulmonară, hepatită cronică, boli alergice, după vaccinare, reumatism Literatură A N Mayansky O I Pikuza Aspecte clinice ale fagocitozei K , trombocitele Trombocitele sunt celule nenucleare, cu dimensiuni de până la μm, sunt fragmente din citoplasma megacariocitelor, au un hialomer și un granulom Hialomerul trombocitar este limitat de o membrană cu trei straturi, care joacă un rol important în procesele de aderență și agregare a trombocitelor I ranulele conțin fosfolipide, ATP, serotonină, enzime, fibronectină, histamină, proteine cationice, factor de activare a fibroblastelor, factor de creștere transformant Populația trombocitară este eterogenă Se distinge maturi Z/ UNIMED Moscova, str Kasatkina, Tel : ( ) , - , - , - Fax: ( ) - Internet: www glasnetoru/''unimed e-mail: unimed@glasnet Medonic CA este un nou concept de inginerie pentru construirea de autoanalizatoare hematologice, care a făcut posibilă crearea unui dispozitiv cu caracteristici tehnice excelente și un preț unic scăzut * Autoanalizatoarele hematologice Medon și CA sunt disponibile în două versiuni: modelul MIMER vă permite să determinați indicatori; modelul "ODEN" - indicatori F Timpul de cercetare a unei probe de sânge - sec Productivitate - de probe de sânge pe oră * Volumul de sânge necesar - µl (modul de prediluare), µl (măsurarea sângelui integral) Ambele modele de analizor măsoară trei histograme de volum celular (curbe Price-Jones) * Designul perfect al analizorului CA vă permite să operați dispozitivul în condițiile dure ale laboratoarelor rusești și practic nu necesită întreținere tehnică * Noua metodă de curățare automată a senzorului a rezolvat radical problema colmatării și a eliminat soluția costisitoare de spălare * A/O Reactivi Unimed pentru analizorul Medonic CA este o garanție că nu veți avea niciodată probleme cu reactivii (timpul de livrare a reactivilor este de săptămâni de la data plății) MEDONIK SA ESTE CEA MAI BUNĂ SOLUȚIE LA PROBLEMA AUTOMATIZĂRII STUDIILOR HEMATOLOGICE ÎN LABORATORUL DVS I la A ■ \ Diagnosticare IJ >> | Index ks Imunofenotiparea tumorilor Diagnosticul limfoamelor, analiza leucemiilor măduvă osoasă Determinarea complexelor imune Gama completa de produse pt Citometrie în flux • Anticorpi mono-, policlonali • NI( , RARE s ! •' v ' • m - ck ha Reactivi trivalenți duali Controale pentru toate combinațiile de coloranți fluorescenți Calibratoare DAKO Uti-Lyse X) AKO F pentru liza completă și ușoară a eritrocitelor din sânge integral sau din probele de măduvă osoasă • un set de reactivi pentru determinarea markerilor citoplasmatici prin metoda Flow L Іtometry Vă permite să lucrați simultan cu anticorpi la antigenele de suprafață și intracelulare Sistem de omogenizare a țesuturilor solide și a tumorilor pentru analiza citometrică ulterioară Sistemul DAKO Medimachine Material biologic variat: țesut proaspăt, material înghețat, imagini în blocuri de parafină Izolarea completă a celulelor și nucleelor • Extragerea ADN-ului • Manipularea în siguranță a materialelor infecțioase SA "FinBio" St Petersburg, , st cere Popova, d Tei ( ) - - Fax ( ) - - Filiala din Moscova: Tel ( ) - FinBio • dozatoare mecanice și electronice, • consumabile din plastic, • dispozitive pentru ELISA, • reactivi de diagnostic, • hote laminare si de fum, • curatatoare cu ultrasunete, • mobilier de laborator METODE DE STUDII HEMATOLOGICE trombocite ( , + , %), tineri ( , + , %), bătrâni ( , + , %) și forme de iritație ( , + , %) Timpul de circulație al trombocitelor este de - zile Distrugerea trombocitelor are loc la nivelul splinei Trombocitele îndeplinesc funcții angiotrofe, adeziv-agregative, joacă un rol cheie în hemostază, asigură retragerea cheagului de sânge, transportă complexe imune circulante pe suprafața lor, participă la patogeneza aterosclerozei și sunt capabile să mențină vasospasmul Numărul de trombocite În practică, numărarea trombocitelor folosește metode bazate pe două principii: ) numărarea directă în sânge (folosind o cameră de numărare sau un contor) și ) numărarea în frotiuri de sânge pentru un anumit număr de globule roșii, convertite în μl sau litru, luând în considerare numărul total de eritrocite din sânge Fiecare grup de metode are avantaje și dezavantaje Un avantaj semnificativ al primului grup de metode este precizia lor ridicată Numărarea directă a trombocitelor în sânge este, de asemenea, convenabilă, deoarece nu necesită informații despre numărul de eritrocite pentru calcul, dar numărarea în cameră necesită mai multă muncă, deoarece trombocitele în forma lor nativă sunt reprezentate de elemente mici și prost asamblate Dezavantajul acestor metode este necesitatea numărării trombocitelor în următoarele ore după prelevarea de sânge Numărarea trombocitelor în frotiurile de sânge este semnificativ inferioară în acuratețea metodelor de numărare directă în cameră sau folosind contoare și mașini Erorile de numărare în frotiurile de sânge se pot datora mai multor motive: calitatea proastă a frotiului și distribuția neuniformă a trombocitelor legată de jthm, numărarea incorectă a globulelor roșii Un inconvenient semnificativ al metodei este necesitatea numărării simultane a trombocitelor și eritrocitelor din sânge Avantajul său este capacitatea de a număra trombocite în orice moment, indiferent de momentul prelevării sângelui Două metode bazate pe ambele principii au fost aprobate ca fiind unificate Metoda de numărare a camerei Principiu Numărați trombocitele în µl (sau L) ținând cont de diluția sângelui și de volumul pătratului grilei de numărare folosind un dispozitiv de contrast de fază pentru contrastul trombocitelor Reactivi Se folosește reactivul sau Clorhidrat de cocaină - g, clorură de sodiu - , g, furasilină , g, apă distilată - ml Soluție de oxalat de amoniu % Soluția se fierbe și se filtrează Se păstrează la frigider O analiză comparativă a diferitelor lichide de diluare a făcut posibilă luarea în considerare a celei mai bune soluții de oxalat de amoniu %, deoarece oferă o liză rapidă și completă a eritrocitelor Echipament special Microscop Dispozitiv de contrast de fază ('chiar camera lui Goryaev Iluminator la microscop (OH - OI ) Progresul definirii Sângele testat este diluat de de ori; pentru aceasta se colectează ml de reactiv sau și , ml de sânge într-o eprubetă uscată ma amestec! si se lasa - de minute pentru hemoliza eritrocitelor Pregătiți o cameră de numărare (vezi numărarea leucocitelor) Amestecați sângele diluat și lipiți camera; aduceți o picătură de se cu o baghetă de sticlă sau pastă Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE pipetați până la marginea lamei, asigurându-vă că sângele umple întreaga suprafață a plasei uniform, fără bule de aer, fără a curge în caneluri Camera de numărare este plasată într-o cameră umedă timp de minute pentru sedimentarea trombocitelor (vasă Petri cu hârtie de filtru umezită cu apă plasată de-a lungul marginilor) Pregătiți dispozitivul de contrast de fază în conformitate cu instrucțiunile atașate acestuia Trombocitele sunt numărate în de pătrate mari Trombocitele arată în camera de numărare sub formă de formațiuni mici care refractează bine lumina Numărul de trombocite este calculat pe baza diluției sângelui ( ), a numărului de pătrate numărate ( ) și a volumului unui pătrat mare ( / µl, deoarece latura pătratului este de / mm, înălțimea este / mm) a x x X= =ax , X este numărul de trombocite în µl de sânge; a - numărul de trombocite numărate în pătrate mari În practică, numărul de trombocite numărate este înmulțit cu Reproductibilitatea Potrivit T A Odessa et al , eroarea metodei este de , % Metoda de numărare în frotiuri de sânge (conform Fonio) Principiu Metoda se bazează pe numărarea numărului de trombocite din frotiurile de sânge colorate la de eritrocite la μl (sau litru) de sânge, pe baza conținutului de eritrocite din acest volum Reactivi Utilizați reactivul sau Soluție de sulfat de magneziu % Soluție % din acest lendy aminetetraacetat de sodiu (EDTA) Echipament special Nu este necesar Progresul definirii Sângele este amestecat cu reactivul sau ; pentru aceasta, reactivul luat de capilarul Panchenkov este adăugat în eprubetă până la marcajul , apoi sângele prelevat de același capilar este adăugat la marcajul " " Se amestecă conținutul eprubetei și se prepară frotiuri subțiri Se fixează și se colorează conform Romanovsky - Giemsa timp de - ore (folosind reactivul ) și timp de - minute (folosind reactivul ) Frotiurile uscate sunt microscopate cu o lentilă de imersie, numărând numărul de trombocite în zonele subțiri ale preparatului (eritrocitele trebuie izolate) Numărarea se face astfel: în fiecare câmp vizual al microscopului se numără numărul de eritrocite și trombocite, deplasând până atunci frotiul până când se numără de RBC Pentru ușurința numărării și o precizie mai mare, ar trebui folosit un ocular special cu un câmp vizual redus: în absența unui ocular, câmpul vizual poate fi redus printr-un simplu truc Calcul: numărul de trombocite la de eritrocite este A°/oo Cunoscând numărul de globule roșii din µl (în litru) de sânge, este ușor de calculat numărul de trombocite în µl de sânge (în litru) METODE DE STUDII HEMATOLOGICE De exemplu A \u d ° / o "; numărul de eritrocite (XM) în μl ( x m la l sau x , / l) Alcătuiți proporția: - : X - , de unde x x X -= X µl ( x µl sau x L) Valori normale Potrivit lui V V Sokolov și I A Gribova, numărul de trombocite la oamenii sănătoși este de x ore - x litri semnificație clinică O scădere a numărului de trombocite din sânge - trombocitopenie - se poate dezvolta ca urmare a scăderii producției de trombocite (boli tumorale - leucemie acută, sindrom mielodisplazic, mielofibroză, metastaze canceroase în măduva osoasă; anemie megaloblastică, hemoglobinurie paroxistica nocturnă, după infecții virale, intoxicații, anomalii ereditare); ca urmare a distrugerii trombocitelor crescute (purpură trombocitopenică idiopatică, lupus eritematos sistemic, leucemie limfocitară cronică, hepatită cronică activă, trombocitopenie post-transfuzie); distrugere la nivelul splinei (hipersplenism în bolile de depozitare, limfoame, leucemie cu celule păroase, boli mieloproliferative, hipertensiune portală): ca urmare a consumului O creștere a numărului de trombocite din sânge - trombocitoza - este caracteristică bolilor mieloproliferative, observate în neoplasmele maligne, după operații, în bolile inflamatorii (reumatism acut, artrită reumatoidă, tuberculoză, osteomielita), după splenectomie Literatură Sokolov V V , Gribova I A , Indicatorii hematologici ai unei persoane sănătoase - M : Medicină, - p Studiul sistemului sanguin în practica clinică Ed G I Kozintsa, V A Makarova M , MODIFICĂRI DE SÂNGE ÎN LEUCOZA Studiul sângelui are o importanță deosebită în diagnosticul hemoblastozelor Odată cu apariția febrei de origine necunoscută, a sindromului hemoragic, a măririi ficatului, splinei, ganglionilor limfatici, leziuni ale pielii, slăbiciune, dureri la nivelul oaselor, este necesar un test de sânge clinic general Numărul de sânge roșu Anemia normocromă și normocitară este un simptom comun de laborator al leucemiei acute Cu sindromul hemoragic sever, se dezvoltă anemie microcitară hipocromă Apariția iormoblastelor în sângele periferic se observă în eritromieloză În leucemia cronică, anemia se dezvoltă în stadiul cronic, iar la începutul bolii, hemogramele roșii nu sunt de obicei modificate Eritrocitoza este un simptom precoce și principal de laborator al policitemiei vera (eritremie), care este însoțită de o creștere a hemoglobinei, a hematocritului și a vâscozității sângelui Eritrocitoza moderată poate fi la debutul mielozei subleucemice benigne (primare sau idiopatice) Volumul I - ORE DE TEHNOLOGII ANALITICE (mielofibroză), care apoi scade la un număr normal, iar anemia se dezvoltă în stadiul terminal În bolile limfoproliferative, în stadiul inițial, indicatorii sângelui roșu nu sunt modificați, pe măsură ce procesul progresează, se dezvoltă anemie, care este de natură normocromă, normocitară sau macrocitară, cu o ușoară creștere a numărului de reticulocite, uneori cu normoblastoză moderată În leucemia limfocitară cronică la - % dintre pacienți, boala poate fi însoțită de anemie hemolitică autoimună În aceste cazuri, se detectează rsticulocitoză mare, apariția normoblastelor în frotiurile de sânge periferic Leucocite și formula leucocitară Numărul total de leucocite din sânge se modifică dramatic odată cu leucemia Modificări deosebit de pronunțate sub formă de hiperleucocitoză (> () () x l) se observă în leucemia mieloidă cronică, leucemia limfocitară cronică mai puțin frecvente în leucemia acută Leucocitoza moderată poate fi cu boli mieloproliferative, leucemie acută, leucemie monocitară cronică Cu hemoblastoze paraproteinemice, numărul de leucocite din sânge este adesea normal, dar poate exista și leucopenie Modificările numărului de leucocite în leucemia acută sunt foarte variabile; împreună cu o cantitate normală se poate observa leucopenie și leucocitoză moderată Cel mai important în diagnosticul de laborator al leucemiei este studiul formulei leucocitelor Cel mai important semn al leucemiei acute este apariția celulelor blastice în frotiurile de sânge - blastemia Numărul de celule blastice poate varia de la un singur ( - %) la un număr semnificativ ( - %) În consecință, numărul de granulocite mature este redus brusc Numărul de granulocite imature este adesea mic sau absent Termenul "hiatiis leiikemicus" se aplică acestor din urmă cazuri Mult mai puțin frecventă este așa-numita variantă aleucemică a leucemiei acute, când nu există celule blastice în sângele periferic Diagnosticul în aceste cazuri poate fi stabilit după examinarea puncției măduvei osoase În toate cazurile de tablou sanguin pancitopenic, este necesară o puncție sternală Pe lângă modificările cantitative ale formulei leucocitelor, o modificare a caracteristicilor morfologice ale celulelor are o mare importanță diagnostică În diferitele forme de leucemie acută, morfologia celulelor blastice este diferită În leucemia acută mieloidă regională și mielomonoidă, nucleii celulari sunt rotunzi, uneori de formă neregulată, în citoplasmă conțin granularitate azurofilă și adesea corpii (tije) lui Auer În leucemia promilocitară acută, se observă un polimorfism pronunțat al celulelor blastice, este caracteristică o granularitate violet mare, umplând abundent citoplasma celulelor, adesea există mănunchiuri de tije Auer În leucemia monoblastică acută, celulele blastice sunt mari, cu un nucleu în formă de fasole și granularitate fină redusă în citoplasmă În leucemia limfoblastică acută, blastele sunt mai mici nucleul este rotunjit cu - pucleole, citoplasma nu conține de obicei granularitate Trăsăturile morfologice ale celulelor blastice nu sunt întotdeauna de încredere pentru diferențierea diferitelor forme de leucemie acută și, prin urmare, stabilirea unei variante de leucemie acută necesită studii citochimice În scopuri practice, un set mic de qi poate fi suficient Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE reacții tochimice (PAS - reacție, studiul activității mieloperoxidazei, lipidelor, esterazei nespecifice, fosfatazei acide) În , un grup de hematologi francezi, americani și englezi (grupul FAB) a dezvoltat o clasificare a leucemiei acute și a sindromului mielodisplazic bazată pe caracteristicile morfologice și citochimice ale celulelor blastice și numărul acestora în măduva osoasă, ultima revizuire a fost făcută în (Tabelul ) ) Clasificarea morfologică FAB a leucemiei limfoblastice acute (ALL) ia în considerare dimensiunea celulelor blastice, caracteristicile structurale ale cromatinei nucleare, gradul de bazofilie și prezența vacuolizării în citoplasmă Conform acestor caracteristici, LI este izolat L , L variante ale ALL Dacă în măduva osoasă există mai puțin de % de blaști, se stabilește diagnosticul de sindrom mielodisplazic (leucemie cu procent scăzut) Trebuie remarcat faptul că clasificarea FAB a LLA are o valoare prognostică mai mică decât clasificarea imunologică existentă a LLA (Tabelul ) Tabelul Clasificarea FAB a sindromului mielodisplazic Opțiune Procentul de binecuvântări în sânge Procentul de blasturi în măduva osoasă Procentul de sideroblaste inelare Conținut monocite în sânge ( l) Anemia refractară (AR) - variază Tabelul FAB - clasificarea leucemiei acute non-limfoblastice (mieloide) Varianta de leucemie Caracteristici morfologice Citochimice și mielograma MPO PaS și/sau lipide și markeri NE imunologic scăzut (NaF) Markeri citogenetici forma nucleului de incluziune în citoplasmă MO Runda mieloblastică slab diferențiată - nu se reflectă în clasificarea difuză non-CD , CD , suprimată - CD (± t ( : ) M Leucemie mieloidă acută fără maturare rotundă - blasturi > % NEC, maturare + granulocite și monocite %, monocite % NEC, + granulocite mature > %, monocite > %, granule difuze/dif CD suprimat, CD , CD , CD , NaF CD HLA-DR del(llq), t( ;ll) in p/cr - componenta monocitara> x l M a Monoblastic acut fără maturare M b Monoblastic acut cu maturare comp > %, dif /gran monoblaste > % MK blasts £ % NEC, +/- dif /monoc comp > %, dif /gran monoblastele > % UA este suprimată - CD , CD , CD , CD , HLa-DR este suprimată - CD , CD , CD , NaF CD de! ( lq), de! ( lq) MB Acute rotunjite pot avea explozii > % NEC, +/- blasturi - dif ns Gly A eritromieloza eritrocariocite azurofile normobl suprimat granule > %, diseritropoeza gran NaF M Ascuțite rotunjite, explozii ascuțite > % NEC - dif nu CDW ? ■ megacariobla - bazofilie hipercromă suprimată - CDW b, Leucemie citoplasmatică NaF CD Notă: NEC - celule non-eritroide, MPO - mieloperoxidază, NE - esterază nespecifică PAS - glicogen Tabelul Fenotipul imunologic al leucemiei limfoblastice acute; expresia markerilor de diferențiere Varianta OLT Antigene Celula B HLA-DR TdT CD CD CD CD CIB slg Pre-ALL precoce + + - + - - - Pre-IN-ALL + + +* + + +* • V-ALL intermediar + + +/* + + + + +W V-ALL matur + * - +■ + - + celulă CD CD CD CD CD CD CD T-ALL precoce + + + - - - T-ALL intermediar + + + + - T-ALL matur + - + + + + Notă TdT deoxinucleotidă yl transferaza terminală, clg - imunoglobulină citoplasmatică, slg - imunoglobulină de suprafață Un asterisc indică antigene, a căror semnificație este fundamentală în diferențierea TOATE variantele Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Pentru sindromul mislodisplazic se caracterizează prin prezența semnelor pronunțate de dishemopoieza (Tabelul ) Tabelul Semne de mielodisplazie în sindromul yelodisplazic Semne ale dishemopoiezei Măduva osoasă și/sau sângele periferic Diseritropoeza Măduva osoasă: cariorexie multinucleată megaloblastoiditate sideroblaste inelare punți internucleare asincronism în maturarea nucleului și citoplasmei Sânge periferic: anizocitoză poikilocitoză normoblaste Disgranulopoieza Modificări ale nucleilor neutrofilelor: hipersegmentare hiposegmentare nuclei inelari absența sau scăderea numărului de granule din citoplasmă Dismsgacariopoieza Micromegacariocite: mononucleare formează multe nuclee mici Bolile mieloproliferative (leucemie mieloidă cronică, mielofibroză idiopatică, policitemia vera) se caracterizează prin prezența unui număr mare de granulocite (până la - %) în frotiurile de sânge cu scăderea elementelor limfocitare și monocitare În leucemia mieloidă cronică, toate formele de tranziție de la celulele blastice la neutrofilele mature se găsesc în formula leucocitară Se remarcă adesea o creștere a numărului de eozinofile și bazofile În stadiul clinic extins și hematologic al leucemiei mieloide cronice, se găsește următoarea formulă leucocitară: mieloblaegs - %, promielocite - %, mielocite neutrofile - %, metamielocite neutrofile - %, înjunghiere neutrofile - % neutrofile segmentate - %, eozinofile imature - % eozinofile mature - %, bazofile - % limfocite - % monocy gy - % Pro! un semn static nefavorabil este o creștere a mielocitelor ba-ufils, eozinofile, celule blastice, monocite și o scădere a neutrofilelor mature În stadiul germinativ al bolii (criza blastică), numărul de celule blastice crește brusc, ale căror caracteristici citochimice pot fi diferite În cazul eritremiei, se notează neutrofilele, de obicei cu o schimbare de înjunghiere Tabloul sanguin în mielofibroza idiopatică se caracterizează printr-o deplasare la stânga a formulei leucocitelor către mielocite Leucemia limfocitară cronică are modificări tipice în formula leucocitară sub formă de limfocitoză pronunțată, ajungând la - % în care METODE DE STUDII HEMATOLOGICE limfoblastele nu depăşesc , - % prolimfocite - - % Elementele limfoide rămase sunt reprezentate de limfocite mature Numărul de neutrofile mature este brusc redus ( - %), granulocitele imature sunt de obicei absente sau singure ( , - %) O trăsătură morfologică caracteristică este prezența umbrelor Botkin-Gumprecht (celule de citoliză) în frotiurile de sânge Limfocitele leucemice de multe ori nu diferă morfologic de cele normale, de obicei plasmă îngustă, uneori forme holonucleare, mai rar cu citoplasmă bipolară alungită Polimorfismul celular semnificativ este detectat în leucemia cu celule păroase, când citoplasma celulei are o excrescență neuniformă sau un contur festonat Stadiul leucemic al micozei fungice (sindromul Cesari) se caracterizează prin apariția în sângele periferic a celulelor mari cu o structură îndoită în formă de creier a nucleului, o distribuție grosieră a cromatinei și o citoplasmă moderată a unui nucleu bazofil sau slab bazofil culoare În funcție de fenotipul lor imunologic, celulele sunt clasificate ca CD + (T-helper) Cu plasmocitomul și macroglobulinemia Waldsström, modificările formulei leucocitelor nu sunt la fel de constante ca în cazul leucemiei limfocitare cronice Ele pot fi fie absente, fie caracterizate prin limfocitoză moderată monocitroza În cazul plasmocitomului, frotiurile de sânge pot conține un număr mic de celule plasmatice, o creștere semnificativă a acestora se observă în timpul transformării mielomului în leucemie plasmablastică acută, ceea ce este rar Leucemia monocitară cronică se caracterizează printr-o monocitoză semnificativă în formula leucocitară pot exista monoblaste și prmonocite singulare Trombocitopenia trombocitară se observă de obicei în leucemia acută, în stadiile avansate, terminale ale leucemiei cronice În bolile mieloproliferative, trombocitoza este frecventă în stadiul inițial MS Dultsin a observat acest simptom la % dintre pacienții aflați în stadiul inițial de leucemie mielogenă cronică Trombocitoza, uneori semnificativă, este un simptom constant al eritremiei Viteza de sedimentare a eritrocitelor (VSH) O ușoară creștere a VSH poate fi în leucemia acută și cronică, deși aceasta este departe de a fi un semn hematologic obligatoriu Cu intoxicația severă, VSH este crescută, cu complicații purulent-inflamatorii este brusc crescută Caracterizat printr-o creștere bruscă a VSH ( - mm/h) cu hemoblastoze paraproteinemice Acest simptom manifestă adesea boala și necesită examinarea pacienților pentru a exclude mielomul multiplu, boala Waldenström Literatură Ghid de hematologie, ed A I Vorobeva M Morozova V T Diagnosticul de laborator al leucemiei, - L : Medicină, Măduvă osoasă O examinare a măduvei osoase este efectuată în scopuri de diagnostic pentru a confirma sau stabili un diagnostic, în principal pentru diferite forme de hemoblastoză și anemie De importanță diagnostică este studiul măduvei osoase atunci când este afectată de boala Hodgkin, tuberculoză, boala Gaucher, I Іmann-Pick, metastazele canceroase Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE terapie Pentru studiul măduvei osoase se efectuează o puncție a sternului sau ilionului, urmată de o analiză citologică a frotiurilor punctate, precum și de o trepanobiopsie a ilionului, urmată de un examen histologic al secțiunilor de măduvă osoasă Puncția măduvei osoase Puncția sternului sau ilionului se efectuează în camera de tratament cu respectarea regulilor de asepsie Tehnica puncției este descrisă în detaliu Pentru a efectua un studiu calitativ, este necesar să se acorde atenție deshidratării aprofundate a acului și a seringii Kassirsky, deoarece amestecul de apă dăunează elementelor celulare Având în vedere coagularea rapidă a conținutului punctatului, este necesar să se dilueze imediat după primire (pentru numărarea cariocitelor) și să se pregătească rapid frotiuri Prelucrarea ulterioară a frotiurilor punctiforme se realizează în același mod ca pe frotiuri de sânge Dacă este necesar, celulele puncției măduvei osoase pot fi colorate prin metode citochimice Numărul de mielocariocite Principiu Punct de reproducere numărarea celulelor într-o cameră de numărare într-un anumit număr de pătrate, urmată de conversie la µl punctat Reactivi - % soluție de acid acetic Echipament special Camera de numărare a lui Goryaev Microscop Progresul definirii Punctatul măduvei osoase este diluat de de ori, pentru care se pipetează μl de punctat într-o eprubetă cu ml dintr-o soluție slabă de acid acetic (în această formă, eprubeta trebuie livrată la laborator pentru cercetări ulterioare) Amestecați bine conținutul tubului și umpleți camera de numărare După depunerea elementelor formate (după - minute), mielocariocitele sunt numărate, adică toate elementele nucleare în de pătrate mari (similar numărării numărului de leucocite din sânge) Numărul de mielocariocite per µl de punctat este calculat folosind următoarea formulă: n x x X -= n x unde X este numărul de mielocariocite în pl de punctat; n este numărul de mislocariocite din de pătrate mari; - reproducere; este un multiplicator de convertit la µl, deoarece volumul unui pătrat mare este de / µl În practică, numărul de mielocariocite numărate în de pătrate mari este înmulțit cu Valori normale Numărul de mielocariocite variază foarte mult ( - ; abateri , S) și depinde în mare măsură de diluția punctate cu sânge semnificație clinică Numărul de mielocariocite oferă o idee aproximativă a celularității măduvei osoase O creștere a numărului de mielocariocite este caracteristică în principal pentru bolile mieloproliferative, este deosebit de pronunțată în leucemia mieloidă cronică Se observă o creștere moderată după pierderea de sânge, cu anemie hemolitică Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE O scădere a numărului de celule nucleare indică aplazia hematopoiezei, poate fi cu agranulocitoză, după radiații și terapie citostatică Literatură Ghid de hematologie, ed A I Vorobeva M = Numărul de megacariocite Numărul de megacariocite poate fi estimat aproximativ prin căutarea la un microscop cu mărire mică pentru frotiuri de măduvă osoasă punctată sau secțiuni de repanat de măduvă osoasă sau prin numărarea numărului de celule dintr-o cameră de numărare Numărătoarea în camera de numărare Principiu Diluarea punctate și numărarea celulelor gigantice de măduvă osoasă într-o cameră de numărare într-un anumit număr de pătrate, urmată de conversia la µl de punctat Reactivi - % soluție de acid acetic Echipament special Camera de numărare Fuchs-Rosenthal Microscop Progresul definirii Punctul de măduvă osoasă se diluează de de ori; pentru aceasta se adaugă mai întâi , ml de soluție de acid acetic în eprubetă și apoi , ml de punctat (în această formă, eprubeta este livrată la laborator) Megacariocitele (celule gigantice) sunt numărate în întreaga grilă; în calculul final pentru µl de punctat, se înmulțește cu diluția punctatului ( ) și se împarte la volumul camerei ( ) Valori normale La adulții sănătoși, numărul de megacariocite este de ± sau ± , per µl de punctat La copiii cu vârsta cuprinsă între luni - , ani, numărul de megacariocite este mai mare decât la adulți ( ± , la µl de punctat) semnificație clinică O creștere a numărului de megacariocite este un simptom precoce al leucemiei mieloproliferative cronice, în special al eritremiei Megacariocitoza măduvei osoase este, de asemenea, caracteristică trombocitozei hemoragice și poate fi observată după pierderi de sânge, în cancer, ciroză hepatică cu hipersplenism purpura trombocitopenică, unele variante ale sindromului mielodisplazic O scădere a numărului de megacariocite este caracteristică leucemiei acute, bolilor limfoproliferative și mai ales într-un grad accentuat - în anemie aplastică Literatură Ghid de hematologie, ed A I Vorobeva M , Studiu morfologic al elementelor formate cu număr de mielograme Efectuarea unui studiu morfologic al punctului măduvei osoase trebuie precedată de pregătirea lamelor, prepararea și colorarea preparatelor în același mod ca și prepararea și colorarea preparatelor din sânge periferic În tabel , , prezintă caracteristicile și principalele trăsături morfologice ale leucocitelor, elementelor mielomonocitare imature și precursorii acestora, elementelor limfoide imature și precursorii acestora Tabelul Caracteristicile morfologice ale leucocitelor Tip celulă Dimensiune (µm) Poziție NUCLEU Forma Culoare Cromatina Nucleoli C și t Culoare plasmă Granule perinucleare arnaya; yuna GRANULOCITE Mieloblast - Excentric sau în centru Rotund Luminos-Delicat sau violet plasă mică ovală - Albastru Nu Nr Promielocit - Excentric sau în centru Rotund Luminos cu ochiuri fine sau violet, uneori cu filamente îngroșate* oval - Albastru Nu Eozinofil sau bazofil primar Mielocitul - Rotund excentric, violet Oval nodul sau deprimat Rare Roz albăstrui Nici unul Neutrofil, eozinofil sau bazofil Meta mielocit - Excentric Potcoava Violet Neregulat, în formă, cocoloși în formă de fasole Nu Roz Nu Neutrofil, eozinofil sau bazofil Neutrofile înjunghiate - Central Îngust, Întunecat Neuniform violet alungit deget în formă de tijă macrolobular Nu Roz Nu Neutrofil, eozinofil sau bazofil Neutrofile segmentate - Central Îngust, Întunecat Neuniform constă din violet bulgăre mare de - segmente Nr Roz deschis Nu Delicat, roz, violet-roz Eozinofile - Central - Violet Segmente neuniforme mari-buloase Nu Roz Nu Multe, mari, aspre, uniforme ca mărime și formă, portocalii Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Tabelul (continuare) Tip de celulă Dimensiunea (µm) Poziție NUCLEU Forma Culoare Cromatina Nucleoli C și t Culoare o p l Zona perinucleară asm a Granule Bazofil - Central - Violet Aspru, segmente acoperite cu granule Nu Roz deschis Nu Mare, aspru, neuniform ca dimensiune și formă, negru-albăstrui LIMFOCITE Limfoblast - Central Round Light Tender, sau violet oval cu granulație fină - Albastru deschis, îngust ȘI disponibil Nr Prolimfocitul - Central Rotund Lumină-Cumflă mare-sau violet oval închis - indistinct Albastru deschis legat, larg Da Nu Limfocit matur - Central sau excentric Rotund Întunecat Neregulat sau violet în formă de fasole cu cocoloașe mari Nici unul Albastru deschis, albastru închis disponibil Niciunul sau granule azurofile Monoblast - Central Round Light Delicat, sau violet plasă fină cu contururi ondulate - Albastru deschis, îngust I Nu Granule mici, uneori inconstante, simple Promonocitul - Central sau excentric Bobov-Luș-Delicat, fund violet granulație grosieră - Cenușiu-Niciuna vată sau albastru Granularitate inconsecventă, uneori fină prăfuită Monocit - Central Poli-Lumino-Delicat, morfo-violet reticulat, sub formă de gossamer sau dantelă Nu Cenușiu sau albastru pal Nu Granularitate inconsecventă, uneori fină prăfuită Tabelul Caracterizarea erntrocariocitelor din măduva osoasă Semne Eritroblast Pronormoblast Normoblast bazofil Normoblast policromatofil Normoblast oxifil Dimensiune, microni - - - - - ț Miez; structura cromatinei Reticulat sau granular cu nucleoli Noduli fara nucleoli • Filamente mari cu tendinta de a avea forma de roata Piknotic in forma de roata Colorare Violet deschis Violet deschis Violet Violet închis Violet închis locație Central Central Central Central sau excentric Excentric Citoplasma: Dimensiune Îngustă Îngustă Relativ lată Lată Lată culoare Albastru intens cu zonă perinucleară deschisă Albastru cu zonă perinucleară mai deschisă Albastru deschis Albastru gri sau roz cenușiu Roz pal zona Notă: clasificarea unificată unificată a eritrocariocitelor nr Conform clasificării OMS, se disting eritroblastele, eritroblastele bazofile, policromatofile și oxifile Tabelul Caracterizarea megacariocitelor din măduva osoasă Caracteristici Megacarioblast Promegacariocite Megacariocite bazofile Megacariocite policromatofile Megacariocite oxifile Dimensiune, µm - - -^ - - Miez: formă rotunjită Cu depresiuni în formă de golf Lobul, cu depresiuni și gropi în formă de golf și Multilobulat, hipersegmentat Miogolobal hipersegmentat structură Ochiuri fine, sub formă de spirală cu nucleoli proeminenti Sub formă de spirală Sub formă de spirală Sub formă de spirală sau bile Dens, picnotic Culoare Pale Violet Violet Violet Inchis Violet Inchis Violet Citoplasma dimensiune Îngustă, uneori cu procese Îngustă, alteori cu procese Îngustă Lată Lată Colorare Albastru, albastru deschis Albastru Albastru deschis, albastru deschis Albastru deschis Roz granularitate De obicei absent De obicei absent Azurofil, nu abundent Abundent, neuniform în unele locuri mici, abundente, acumulări de napimi - lumină - trombocite, violet uneori acestea din urmă sunt situate în exterior celule Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ale eritrocariocitelor și elementelor megacariocitare Granulocitele mature, limfocitele, monocitele din frotiurile de măduvă osoasă nu diferă de cele din sângele periferic Metoda lui M I Arinkin Principiu Diferențierea elementelor formate în frotiuri colorate de punctate cu îndepărtarea unei mielograme, i e procentul de diferite m non-locariocite Reactivi Ulei de imersie Eter dietil Echipament special Microscop Contor cu taste pentru numărarea formulei leucocitelor Progresul definirii Vizualizați preparatele cu mărire redusă pentru o idee aproximativă a celularității măduvei osoase, a prezenței și a numărului de megacariocite, pentru a exclude elemente patologice (complexe de celule atipice sau celule atipice unice, celule Berezovsky-Sternberg, celule Gaucher etc ) Dacă sunt detectate astfel de elemente patologice, este necesar să aplicați o picătură de ulei pe preparat, să o transferați într-o lentilă de imersie și să le examinați morfologia După vizualizarea frotiurilor cu mărire scăzută, se aplică o picătură de ulei de imersie pe frotiu, lentila de imersare este scufundată în el și trec la diferențierea elementelor formate Pentru a calcula mielograma, este necesar să se diferențieze cel puțin de mielocariocite în diferite părți ale preparatului Toate elementele din câmpul vizual sunt numărate lăsând deoparte numărul lor folosind un contor cu taste, denumirile lipsă (de exemplu, toate formele de eritrocariocite, plasmocite etc ) sunt notate separat pe hârtie Cu un conținut ridicat de milocariocite în frotiuri, în câmpul vizual se găsesc multe elemente, iar un ocular cu câmp vizual redus poate fi folosit pentru a facilita numărarea După numărarea a de celule, împărțiți numărul de celule din fiecare tip la (când numărați de celule, împărțiți la ) și dați răspunsul ca procent Valori normale În conformitate cu datele generalizate, limitele valorilor normale (X ± I S%) ale mielogramelor sunt după cum urmează (Tabelul ) semnificație clinică În leucemia acută se observă o creștere a celulelor blastice cu aspect de forme polimorfe, urâte, cu atipii de nuclei, nucleoli măriți În același timp, numărul de neutrofile și eritrocariocite mature este redus în mielogramă O creștere a elementelor mieloide, în principal din cauza formelor imature, combinată cu o ușoară creștere a mieloblastelor, promyslot-urilor, o creștere a raportului leucoeritroblastelor și o scădere a eritrocariocitelor, este un semn al mieloproliferării și este deosebit de pronunțată în leucemia mielogenă cronică O creștere a elementelor mieloide și a formelor lor imature însoțește adesea intoxicația, procesele inflamatorii acute, infecțiile purulente, poate fi cu șoc, pierdere acută de sânge, hematosarcoame, tuberculoză și cancer ANALIZATORI CARE VA PERMITA NU DOAR SPAȚIU ÎN LABORATORUL DVS , CI ȘI TIMPUL DVS Înregistrat la Ministerul Sănătății al Rusiei Certificate de calitate Prețurile sunt indicate la primirea de la un depozit din Moscova Condiții favorabile pentru cumpărătorii angro și dealerii de gel - , vulpe - REACTIVI BIOCHIMICI Set recomandat de parametri, inclusiv controale și calibratoare ANALIZOR BIOCHIMIC COMPLET I AUTOMAT lBTS- USD ioSystems] BIOCHIMIC ANALIZATORI BTS- I BTS- BTS- Q , USD SISTEM DE ELECTROFOREZĂ BTS- inclusiv un set anual de consumabile și reactivi ; USD USD USD; FURNIZARE DE ECHIPAMENT DE LABORATOR, MATERIALE CONSUMABILE ȘI SOFTWARE VALORI MOBILIARE BIOCHIMIE IMUNOLOGIE ALERGOLOGIE INFECȚII ONCOMMARKERS HORMONI HEMOSTAZA DIAGNOSTIC EXPRES GENODIAGNOSTIC CONTROL DE CALITATE , Moscova, Leninskie Gory, Universitatea de Stat din Moscova ZAO Laboratory Diagnostics, Tel: ( ) fax ( ) Е МаіІ: labdia@corbina ru METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Tabelul Limitele valorilor normale ale mielogramei Blaturi nediferențiate , - , Misloblaste , - , Promielocite neutrofile , - , " mielocite , - , " metamelocite , - , , - , " junghi - "segmentate - Eozinofile (toate generațiile) , - , Bazofile - , Eritroblaste , - , Despre normele regiunii , - , Normoblaste bazofile , - , , - , " policromatofil , - , "oxifil , - , Limfocite , - , Monocite , - , Celule plasmatice , - , Raport igienic leucoeritroblastelor , - , O creștere a elementelor limfoide datorată în principal celor mature, apariția formelor nude-nucleare cu o reducere semnificativă a eritrocariocitelor sunt semne ale bolilor limfoproliferative (leucemie limfocitară cronică, macroglobulinemie Waldenström) O creștere a celulelor plasmatice cu modificarea caracteristicilor lor morfologice (polimorfism, forme binucleare, decolorarea citoplasmei etc ) este caracteristică mielomului multiplu În anemie (posthemoragică, hemolitică) se observă o modificare a eritrocariocitelor cu o creștere bruscă a numărului lor și o scădere a raportului leucoeritroblastic Modificări ale caracteristicilor morfologice ale elementelor eritroide, apariția megaloblastelor de diferite generații, forme mari de mielocite neutrofile, mstamielocite neutrofilele hipersegmentate sunt indicative de B sau anemie deficientă O scădere a formelor eritroide pe fondul unei scăderi a numărului total de mielocariocite cu o ușoară creștere a celulelor blastice, limfocitelor și plasmocitelor poate fi adesea o manifestare a anemiei hipoplazice Aceste forme de anemie pot apărea și cu o creștere a celulele eritroide, apariția eritroblastelor atipice (forme megaloblastoide) Detectarea unui număr crescut de eozinofile în mielograme indică o alergie, aceasta poate fi cu invazie helmintică, infiltrate eozinofile, neoplasme maligne, granulom eozinofil etc Se observă o creștere a celulelor monocitoide în leucemia monocitară cronică, leucemia mielomonocitică cronică, leucemia mononucleoză infecțioasă cronică și infecții cronice Mastocitele pot fi găsite pe mielograme în urticaria pigmentară și, în cazuri rare, leucemia mastocitară (mastocitom) Pentru a evalua fiecare dintre germenii măduvei osoase, s-a propus utilizarea mielogramelor parțiale, de ex raportul dintre elementele imature și cele mature Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE dintr-un rând (eritrocitogramă, megacariocitogramă etc ) Literatură Ghid de hematologie, ed A I Vorobeva - M , Arinkin M I Metode de cercetare în timpul vieții măduvei osoase - În cartea: Clinica bolilor sângelui și organelor hematopoietice L , , p Sokolov V V , Gribova I A Indicatori hematologici ai unei persoane sănătoase - M Trepanobiopsie a măduvei osoase Trepanobiopsia măduvei osoase se efectuează pentru a diagnostica forme aleucemice de leucemie, eritremie, mielofibroză și alte boli mieloproliferative și limfoproliferative, cu suspiciune de anemie hipoplazică, metastaze canceroase în măduva osoasă și cu modificări neclare ale punctului măduvei osoase Trepanobiopsia măduvei osoase se efectuează conform metodei Machulsky Pregatirea sectiunilor de maduva osoasa, le efectuez colorarea!' într-un laborator histologic conform regulilor de prelucrare histologică a țesuturilor osoase Metoda de prelucrare histologică a trepanatului Trepanatul se fixează în zenkerformol ( părți de lichid Zenker și parte de formol %) timp de - ore Se spală cu apă de la robinet Se pune într-un amestec format din părți egale de acid formic % și citrat de sodiu % timp de - ore Se pune într-o soluție de alaun de potasiu % timp de - ore Se realizează prin alcooli: % - de ore, % - zile Se scufundă în celoidină lichidă cu ulei de cuișoare timp de - zile Se plasează în cloroform timp de - ore, apoi în cloroform cu parafină la ° C timp de ore Parafină I, parafină II - - oră fiecare, parafina III - , - oră, turnată în parafină Mediile sunt preparate și colorate cu azur II-eozină Pentru a identifica fibrele de reticulină, impregnarea cu argint se efectuează conform lui Gomory Examinarea histologică a secțiunilor măduvei osoase face posibilă studierea arhitectonică a organului, raportul dintre țesutul hematopoietic și adipos și identificarea celulelor atipice NODURILE LIMPICE Studiul ganglionilor limfatici este utilizat pe scară largă pentru a diagnostica hemoblastoze, în special limfoame maligne (limfogranulomatoză, limfosarcoame), metastaze canceroase, tuberculoză și sarcoidoză Informativ este studiul ganglionilor în mononucleoza infecțioasă, limfadenita nespecifică Pentru examinarea morfologică, se efectuează o puncție a ganglionului, urmată de o analiză citologică a frotiurilor punctate, precum și o biopsie a ganglionului limfatic cu un examen histologic al secțiunilor Deși puncția ganglionului este o procedură extrem de simplă și poate fi repetată cu puncția simultană a ganglionilor de localizare diferită, totuși, un studiu combinat este mai informativ - biopsie a ganglionului, pregătirea amprentelor de pe suprafața inciziei cu examen citologic a tipăriturilor și pregătirea ulterioară a secțiunilor cu analiza lor histologică Un astfel de studiu combinat face posibilă studierea morfologiei elementelor celulare individuale și a histopatologiei METODE DE STUDII HEMATOLOGICE structura tologică a nodului, care este deosebit de importantă pentru limfogranulomatoză, diferite limfoame și alte tumori maligne Examen citologic Materialul pentru examenul nitologic al ganglionilor limfatici sunt frotiuri obținute prin puncție, amprente (răzuire) de PU biopsiat Pentru examenul citologic se prepară frotiuri din punctate sau amprente de ganglioni obținute prin biopsie Puncția ganglionului limfatic se efectuează cu respectarea regulilor de asepsie Tehnica puncției este simplă; aceasta necesită o seringă și un ac uscate, deshidratate Pregătirea lamelor, prelucrarea lor, colorarea preparatelor se efectuează în mod similar cu prelucrarea preparatelor din sânge periferic Studiul limfadenogramei Principiu Numărarea celulelor în frotiuri punctate și deducerea procentului acestora Reactivi Ulei de imersie Eter dietilic Echipament special Microscop Contor cu taste pentru numărarea formulei leucocitelor Progresul definirii Vizualizați preparatele cu mărire redusă pentru a identifica elemente patologice (complexe de celule atipice, celule mari atipice unice, celule Berezovsky-Sternberg, Pirogov-Langhans etc ) Dacă se găsesc astfel de (sau alte) elemente patologice, se aplică o picătură de ulei de imersie în acest loc al preparatului transferat la o lentilă de imersie și luați în considerare morfologia elementelor patologice (vezi mai jos) I După vizualizarea frotiurilor la mărire redusă, acestea încep microscopia folosind o lentilă de imersie I Se pune o picătură de ulei de imersie pe marginea preparatului, se scufundă lentila de imersie în ea și se diferențiază elementele formate Pentru a elimina limfadenograma se diferențiază cel puțin de celule, marcându-le cu un contor cu taste și dați răspunsul ca procent Valori normale Datele privind valorile normale sunt foarte orientative deoarece sunt obținute de la persoane cu ganglioni limfatici măriți (în mod normal, nu se observă mărirea ganglionilor limfatici) Elementele predominante (până la %) ale unui ganglion limfatic normal sunt limfocitele și prolimfocitele Morfologia limfocitelor nu diferă de cea a sângelui periferic Prolimfocitele diferă de limfocite prin dimensiunea lor ceva mai mare, culoarea mai deschisă și nucleul mai puțin compact Celulele unice (nu mai mult de %) aparțin limfoblastelor ca celule mari, cu un nucleu mare rotunjit, având o structură delicată a cromatinei și - nucleoli clar vizibili; citoplasma este bazofilă sub forma unei zone înguste cu iluminare perinucleară Într-o limfadă-nogramă normală există mastocite unice, macrofage, plasmocite, celule sinusale (Tabelul ) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Tabelul Limfacenogramă cu limfadenită nespecifică Elemente celulare Conținut, % M±S Valori normale Limfoblaste , ± , , Prolimfocite , + , , Limfocite і ± explozii nediferențiate , + , - Macrofage , + , , Imunoblaste -r , + , - Celule plasmatice , ± , , Neutrofile , ± , , Eozinofile , + , , Mastocitele , + , , semnificație clinică În limfadenita acută în limfadenogramă în faza hiperplaziei limfoide se observă elemente limfoide de diferite grade de maturitate, celule sinusale, macrofage, plasmocite, în faza de inflamație specifică - infiltrare de neutrofile, macrofage Faza supurației acute se caracterizează prin predominanța neutrofilelor în stare de degenerare Uneori, limfadenita este complicată de necroză și implicare în procesul țesuturilor și pielii adiacente cu formarea cărnii de porc, în timp ce detritus neutrofil este notat în citogramă Odată cu dezvoltarea unui proces inflamator cronic în citograma ganglionului limfatic pe fundalul elementelor limfoide, plasmocite, mastocite, neutrofile, histiocite, fibroblaste, celule gigantice ale unui corp străin se găsesc Rezultatul unui proces cronic poate fi scleroza sau o dezvoltare inversă a procesului Detectarea imunoblastelor în punctatul ganglionului limfatic - celule mari cu o citoplasmă puternic bazofilă, un nucleu mare rotunjit cu o structură omogenă cu săruri nucleice distincte - este un semn morfologic de stimulare antigenică și se observă în diferite procese inflamatorii, infecții ( mononucleoza infectioasa, rubeola, rujeola, limfocitoza infectioasa, etc ), reactii alergice, dupa vaccinare Cu limfadenita tuberculoasă, care se bazează pe inflamația granulomatoasă, în ganglionul limfatic se dezvoltă o serie de etape succesive, care corespund anumitor citograme Citograma hiperplaziei limfoide se caracterizează printr-o creștere a numărului de limfocite de maturitate diferită, celule plasmatice, celule sinusale și macrofage Citograma fazei de granulom specific este reprezentată de limfocite împrăștiate sau sub formă de clustere de celule epitelioide, celule sinusale și celule plasmatice Celulele Pirogov-Langhans se găsesc în aproximativ % din cazuri Dezvoltarea procesului tuberculos poate fi însoțită de necroză tisulară, modificări degenerative ale celulelor și dezintegrarea acestora În citogramă, dezintegrarea limfocitelor (detritus cazeos) este prezentată ca mase amorfe fără structură, colorate în violet închis METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Pe fondul lor, limfocitele sau umbrele lor, uneori se pot conserva celule epitelioide dărăpănate și celule Pirogov-Langhans Când sărurile de calciu sunt depuse în mase cazeoase (calcificare), în citogramă se găsesc cristale care refractează lumina pe fondul cazeozei Accesarea unei infecții secundare duce la dezvoltarea supurației, care este însoțită de infiltrarea țesutului ganglionului limfatic de către neutrofile Preparatele citologice conțin neutrofile degradate și degenerative, detritus flora microbiană În cazuri rare, limfadenita tuberculoasă se termină cu fibroză În citogramă - se găsește o cantitate mică de limfocite, fibroblaste și fibrocite Masele cazeoase, purulente și calcificate sunt examinate suplimentar pentru Mycobacterium tuberculosis folosind o reacție de imunofluorescență, colorație Ziehl-Nielssn și examen bacteriologic Sarcoidoza Substratul celular al bolii este elementele epitelioidelor și ranulomului După tipul predominant de celule, se disting trei tipuri de citograme Citograma cu predominanța celulelor epitelioide În preparate, celulele epitelioide sunt stratificate aleatoriu, situate în structuri și împrăștiate Adesea se găsesc celule gigantice multinucleate fibroblaste, histiocite și limfocite, un număr semnificativ de celule endoteliale sinusurilor Citograma cu predominanța elementelor limfoide Sunt detectate limfocite cu diferite grade de maturitate, elemente epitelioide ușor împrăștiate, în unele locuri straturi monostrat și celule multinucleate unice gigant Citograma cu predominanta fibroblastelor Acestea din urmă sunt localizate sub formă de mănunchiuri, fire și limfocite rare, epitelioide și celule gigantice împrăștiate Absența neutrofilelor și a maselor cazeoase în sarcoidoză sunt considerate a fi semnele distinctive ale citokinelor sarcoidozei din tuberculoză Citoplasma celulelor gigantice și epitelioide nu conține granularitate oxifilă și vacuole, ci are o substanță fibroasă, colorată în tonuri rozalii Limfogranulomatoza Celulele de diagnostic pentru limfogranulomatoza sunt celulele Berezovsky-Sternberg (KBS) Există mai multe tipuri de CBS - single-core cu un nucleu lobat, două nuclee "oglindă", multi-core, lacunar KYN au o dimensiune de până la de microni Nucleii sunt lobați, în formă de fasole, rotunjiți, de formă neregulată Cromatina nucleară este rară Nucleolii variază ca formă, dimensiune și cantitate Sunt caracteristici nuclesolii mari (de dimensiunea unui limfocit mic) sau de multe dimensiuni diferite Unii nuclei conțin cromatină compactă, nucleolii sunt puțin vizibili în ei Citoplasma celulelor este abundentă sau rară, de diferite grade de bazofilie, neomogenă, uneori vacuolată Ocazional, mitozele apar în nucleele CBS Celulele Hodgkin sunt mari, cu nuclei ușoare mari, cu structură cromatinică în buclă delicată, cu nucleoli măriți distincti Ei sunt considerați precursorii KBSh O componentă reactivă care formează adesea cea mai mare parte a tumorii include elemente limfoide de diferite grade de maturitate, plasmocite, eozinofile, neutrofile, macrofage, celule endoteliale sinusale, celule epitelioide, fibroblaste Gom P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Cu limfogranulomatoza se disting variante: limfohistiocitara (predominanta limfoida), scleroza nodulara, celula mixta, depletia limfocitara O variantă a limfogranulomatozei se stabilește prin examinarea histologică a probelor de biopsie ale ganglionilor limfatici Limfosarcoamele (limfoame maligne non-Hodgkin LSA) sunt tumori maligne sistemice ale sistemului imunitar, al căror substrat sunt celulele țesutului limfoid extramedular, care le deosebește de leucemii Dezvoltarea tumorii poate fi însoțită de infiltrarea BM și leucemizare Toate clasificările moderne ale LSA sunt morfologice și se bazează pe corespondența morfologică a celulelor tumorale cu omologii lor normali - strămoșii clonelor tumorale În prezent, sunt utilizate diferite clasificări în diferite țări: clasificarea Lukes și Collins (SUA), Kiel (țări europene), OMS (Rusia), Formulare de lucru (SUA) REAL (Clasificarea euro-americană a tumorilor limfoide, ) Clasificare (OMS ) LSA se bazează pe predominanța tipului de celule, luând în considerare caracteristicile clinice și histologice Toate LSA sunt împărțite în funcție de natura leziunii în nodulare (nodulare), difuze, nodular-difuze Substratul celular poate fi limfocite B, T în diferite stadii ale diferențierii lor Morfologia celulelor tumorale reflectă un anumit stadiu de maturitate imunologică a elementelor limfoide, la nivelul căruia a existat un bloc al diferențierii acestora Celulele din toate formele de LSA au dimensiuni diferite (tipuri mici, mari și mixte) Limfosarcom limfocitar (limfocitom) Predomină celulele tumorale cu trăsături morfologice caracteristice limfocitelor mature - celule mici cu un nucleu dens de culoare închisă, fără nucleoli vizibili și cu citoplasmă bazofilă Anaplazia morfologică este moderat exprimată Multe forme holonucleare Pe limfocitele mici, sunt exprimate predominant antigenele celulelor B: CD , CD , CD , CD a expresia slabă a slgM, IG citoplasmatice pot fi absente Limfocitele B tumorale prezintă activitate ridicată a GPazei A, care este considerată cel mai bun marker al limfocitelor B Această variantă de LSA nu diferă de CLL atât în ceea ce privește substratul morfologic, cât și caracteristicile citochimice Este necesar să se efectueze reacții imunocitochimice cu un panou de anticorpi monoclonali pentru a confirma natura monoclonală a procesului tumoral LSA prolimfocitar Substratul tumoral este prolimfocite cu nuclee rotunjite sau scindate, structura cromatina omogena, se gasesc - nucleoli, limfocite si limfoblaste Fenotipul imunologic al celulelor tumorale corespunde mai des limfocitelor B (expresia pronunțată a slg, prezența CD ) mai rar - limfocite T LSA limfoblastică LSA limfoblastic poate fi ca B- și natura celulelor T În preparatele citologice, se observă proliferarea monomorfă a limfoblastelor - celule cu nuclei mari rotunjiți sau polimorfi (răsuciți, în formă de creier), structură delicată a cromatinei, nucleoli mari unici, citoplasmă bazofilă Macro și microforme ale celulelor blastice sunt izolate În microlimfoblaste se notează distribuția METODE DE STUDII HEMATOLOGICE diviziunea glicogenului sub formă de granule mici, asemănătoare prafului, de-a lungul periferiei citoplasmei, activitate AP ridicată sau moderată În macrolimfoblaste, substanța PIIC-pozitivă este prezentă ca o granulă într-un mic procent de celule; se observă activitate AP scăzută sau moderată Fenotipul imunologic al LSA limfoblastic B este slg*, clg, CD CD , CD , CD a CD * LSA limfoplasmocitară este reprezentată de o populație mixtă de celule format din limfocite si plasmocite de diferite grade de maturitate Celulele exprimă slg și clg de obicei IgM, în absența IgD, au antigene de celule B (CD , CD , CD , CD a), CD - CD - În celulele cu această variantă de LSA, lanțul j este determinat, iar procentul de celule care îl conțin este mai mare decât în cazul altor variante de LSA Adesea există gamapatie monoclonală cu secreție de IgM sau IgG Proteinuria Bence-Jones este observată în urină LSA imunoblastică - substratul tumoral este reprezentat de celule mari cu citoplasmă intens bazofilă, conținând adesea vacuole Nucleii sunt mari, de formă rotundă sau neregulată, conținând adesea nucleoli Alături de ele există limfocite, prolimfocite, plasmocite Celulele tumorale poartă markeri mai des decât celulele B (CD , CD , CD , CD a), mai rar limfocitele T Limfosarcomul Burkitt este reprezentat de elemente limfoide mari de natura celulelor B, limfocite mici cu bazofilie intensa si vacuolizare a citoplasmei si incluziuni sudanofile abundente Nucleii conțin - nucleoli mici dimensiunea celulei variază Celulele tumorale sunt similare cu imunoblastele, printre ele se numără un număr mare de MF La noi, limfomul de tip Berkeley apare predominant la copii Localizarea preferată a tumorii sunt organele tractului gastrointestinal Celulele tumorale din limfomul Burkitt sunt caracterizate citochimic prin activitate slabă a CP lipsa esterazelor si a fosfatazei alcaline Unele celule pot prezenta granule de glicogen MF sunt bogate în lipide, au activitate mare de AP și esterază nespecifică Practic, limfomul Burkitt se referă la tumorile cu celule B, celulele arată expresia antigenelor celulelor B Cu toate acestea, au fost descrise variante rare cu celulă ale limfomului Burkitt Histiocitoza din celulele Langerhans (CL) sau histiocitoza X combină trei boli - granulomul eozinofil, boala Honda-Schuller-Christian și boala Letterer-Zivs Substratul bolii sunt celulele Langerhans (MF prezentatoare de antigen), care au un marker de granule Birbska, determinat prin microscopia electronică a celulelor LU sunt implicate în proces în % din cazuri Proliferarea CL este observată în zona paracorticală, unde aceste celule sunt localizate în mod normal CL secretă prostaglandina F , care îmbunătățește sinteza factorului de creștere a eozinofilelor, ducând la eozinofilie Fagocitoza duce la acumularea anormală de lipide, ceea ce determină vacuolizarea citoplasmei Markeri imunologici K L - CDla, S- -proteina Citograma LU în granulomul eozinofil poate corespunde necrozei, supurației cu abundență de eozinofile În citogramele L U din boala Hoehn da-Schuller-Christian, există elemente limfoide și histiocite cu vacuole citoplasmatice de diferite dimensiuni și numere, dând citoplasmei un aspect spumos, eozinofile, neutrofile și plasmocite cito- Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE grame de LU în boala Legterer-Zive - se găsesc un număr semnificativ de histiocite (macrofage), limfocite, limfoblaste, plasmocite, eozinofile, neutrofile Metastazele canceroase în ganglionii limfatici (squamos, glandulari, nediferențiați, celule mici) pe măsură ce tumora crește, deplasează țesutul normal al ganglionului limfatic În citograme, este posibil să se detecteze grupuri de celule neoplazice pe fundalul elementelor limfoide Celulele tumorale sunt situate în grupuri, clustere, complexe; caracterizat prin polimorfismul celulelor și nucleelor, anizocromie a nucleelor Uneori, elementele celulare ale metastazelor păstrează caracteristicile celulelor organului din care provin, ceea ce ajută la stabilirea localizării primare Celulele carcinomului cu celule scuamoase se caracterizează prin polimorfism ridicat, adesea localizat pe fondul detritusului, celulelor alterate degenerativ, scuame epiteliului scuam și un număr semnificativ de neutrofile și MF Metastazele cancerului glandular sunt localizate în straturi structuri glandulare Sunt detectate celule cu semne de secreție Metastazele cancerului nediferențiat sunt reprezentate de grupuri dense, formate din celule mari și mici, în grupuri mici și separat Se notează polimorfismul și anizocromia nucleelor Elementele celulare în clustere, strâns lipite unele de altele, formează depresiuni, "fațete" pe suprafețele adiacente Când melanomul metastazează, un pigment negru-maro, melanina, se găsește în celulele tumorale și extracelular Melanoamele nepigmentate dificil de diagnosticat sunt posibile Pe baza tabloului citologic al punctului, se poate sugera și localizarea focarului primar al tumorii Cu toate acestea, va fi posibil să se determine localizarea tumorii primare cu încredere în cazurile în care tumora are trăsături morfologice caracteristice organului în care s-a format tumora Acest lucru se aplică în primul rând cancerului hipernefroid, cancerului tiroidian și testiculului În leucemia mieloidă cronică, citogramele limfocitelor limfocitelor dezvăluie elemente de țesut mieloid (promielocite, mielocite, metamielocite, neutrofile înjunghiate și segmentate), numărul și compoziția cărora pot varia semnificativ Citograma LU în laringita cronică se caracterizează printr-o compoziție celulară omogenă, reprezentată de obicei de limfocite mici cu nuclee rotunjite, cromatină condensată, fără nucleoli și citoplasmă îngustă În preparate, se găsește un număr diferit de prolimfocite, limfoblaste Rezultat posibil în LSA imunoblastic (sindromul Richter) ' Interpretarea rezultatelor unei examinări citologice a ganglionilor limfatici trebuie efectuată ținând cont de modificările hemogramei În cazuri neclare, se recurge la o biopsie a ganglionului, urmată de analiză histologică Citogramele ganglionilor limfatici în leucemia acută arată infiltrarea blastică totală Celulele blastice se disting prin polimorfism, identificarea lor se realizează folosind reacții citochimice Plasmocitomul primar LN este o boală rară în care substratul este reprezentat de plasmocite cu diferite grade de maturitate În leucemia acută cu celule plasmatice, aceasta poate fi implicată în procesul LU În acest caz, pe lângă limfocite, în punctat vor fi arătate iasmoblaste tumorale METODE DE STUDII HEMATOLOGICE Literatură Vylkov I Patologia ganglionilor limfatici - Sofia, , p ; Abramov M G Citologie clinică M , Medicină, Inflamaţie Ed V V Serova, V S Paukova M , Medicină, Clasificarea histologică și citologică a bolilor tumorale ale țesuturilor hematopoietice și limfoide OMS, Geneva, Limfogranulomatoza Ed Simbirtseva L P , Kholsti L M , Medicină, Mayansky D N Inflamație cronică M , Medicină, Diagnosticul patologic al tumorilor umane Ed N A Kraevsky, M , Medicină, v , , Morozova V T , Lugovskaya S A Examenul citologic al ganglionilor limfatici Metoda, indemnizația M , p PRIMUL ÎN RUSIA ' HEMOGLOBINOMETR CU AUTOCALIBRARE Hemoglobinometrul portabil "MiniGem" a fost dezvoltat de întreprinderea de cercetare și producție din Moscova "TECHNO MEDIA KA" și a fost produs din În ceea ce privește parametrii săi, hemoglobinometrul "Mini-Gem p" diferă semnificativ de analogii săi Acesta este un instrument cu microprocesor de înaltă precizie în care calibrarea este complet automatizată În timpul funcționării sale, nu sunt necesare ajustări și calibrare, nu este nevoie să utilizați soluții de calibrare, nu este necesară întreținere Dispozitivul este produs în două modificări: "MiiiGem- " - cu pregătirea probei conform metodei hemului și idiomului cianogen profund; "MiniGem- " - cu prepararea probei într-o soluție slabă de amoniac În primul caz, timpul de reacție este de de minute, în al doilea - I secund Aparatul are dimensiunile de x x mm iar greutatea Cântărește g, poate fi alimentat de la rețea și bateriile interne și poate fi folosit atât în laboratoare staționare, cât și în cele mobile Din punct de vedere al performanțelor, aparatul este potrivit pentru laboratoare cu un flux mic de studii (până la pe zi) - laboratoare expres, laboratoare mici și mijlocii, precum și laboratoare mari pentru monitorizarea și duplicarea studiilor patologiilor detectate pe hematologie aparate, "Mi ni Gem- " este folosit de stațiile de transfuzie de sânge, în medicina dezastrelor Având în vedere costul scăzut al soluției de amoniac, studiile asupra acesteia sunt economice I Hemoglobinometrul este fabricat pe baza celor mai recente componente de bază importate, ceea ce asigură o precizie ridicată și fiabilitate a măsurătorilor PERIOADA DE GARANȚIE - ANI IPP "Tehnomedika" , Moscova, PO box Telefon: - - , - - , - - E-mail: tm@tcchnomedica ni; http://wwwetechnomedica ru/win/ tni htm În , fl/O UNN Med prezintă echipamente de fabricație rusă pentru laboratoarele de diagnostic clinic Aparatele oferite de compania noastră respectă pe deplin nivelul mondial și îndeplinesc aproape toate cerințele laboratoarelor autohtone Achiziționând instrumente rusești, echipați laboratorul cu echipamente moderne, de încredere și contribuiți la dezvoltarea producției interne de echipamente de laborator MICROANALIZOR ION-SELECTIV ETs- TEJGHEA LABORATOR STIMUL plus ANALIZOR DE ECHILIBRARE DE ACIDI IN SANG COAGULOMETRUL EMKO- PORTABIL HEMOGLOBINOMETRU MiniGem- ANALIZOR DE BILIRUBINA NEONATAL BILIMEG MICROSCOP DE LABORATOR MICMED- ANALIZOR HIPERBILIRUBINEMIE TRANSCUT BILITEST-M fl/O UNNMED Moscova, st Kasatkina, Tel : ( ) - , - , - , - Fax: ( ) - Internet: www glasnet ru/ unhned "ypeP: u' T-&d@ glasnet ru REACTIVI ALE MARcii "UNM-GEM" PENTRU AUTOANALIZORUL TĂU HEMATOLOGIC fl/O UNIMED ESTE PRIMA COMPANIE RUSĂ, CU ȘASE ANI, ÎNCEPE DEZVOLTAREA ȘI PRODUCȚIA DE REACTIVI PENTRU AUTOANALIZOARE HEMATOLOGICE PENTRU A SUSTINE CEREREA CONSTANTĂ ÎN CREȘTERE DE REACTIVI, A FOST INFIINTĂ ÎNTREPRINDEREA REAMVD, A FOST CONSTRUITĂ O PRODUCȚIE MODERNĂ CAPACĂ DE A ASIGURA CALITATEA ÎNALTĂ A REACTIVILOR, STABILITATEA Aprovizionării și COSTUL MIC AL PRODUSELOR CALITATEA REACTIVILOR - CALITATEA REZULTATELOR REACTIVI PENTRU INSTRUMENTE SEPARAT SUBPOPULAȚII DE LEUCOCITE Arhanghelsk / Vologda Yaroslavl L'IALIZDTRRY AVL- Baker Baker Cobas Minos STH ♦ Kobas Micros OT / CulterMD- Medonic SA Medonic SA Svelab Vand-Din - Sysmex K- "și Saraiov J Samara 'olgograd Mai puțin \ Surgut Habarovsk REACTIVI PENTRU INSTRUMENTE FĂRĂ SEPARARE A SU GPO~UL I LEUCOCYTE CIA ANALIZATORI Alcon Alcon Hemoscreen Digicel Digicel Cobas Minos STE Kulger MD Cobas Micros Medonic SA , SA Svelab Vând Ding Cell-Dean Sysmex F , F , F , F Highsell Hysell ISSOV fl/O UNIMED Moscova, str Kasatkina, Tel: ( ) - , - , - , - Fax: ( ) - Internei: www glasnet ru/~unimed e-mail: unimed@glasnet AN oferă producție proprie pentru biochimie clinică: MATERIALE DE CONTROL BIOKONT S" set de ser de control uscat, fiole de ml Soluții de control al hemoglobinei: BIOKONT GD: sticle GD- - g/l, GD- - g/l, GD- - g/l BIOKONT GD-N: sticle de GD- - g/l SOLUȚII DE CALIBRARE ALBUMINA mg/l set de fiole ALBUMINĂ g/l BILIRUBINA DE REFERINTA HEMOGLOBINA g/l FIER µmol/l CREATININA µmol/l CALCI , mmol/l TOTAL PROTEINE g/l FOSFOR mmol/l UREE mmol/l GLUCOZA mmol/l GLUCOZA mmol/L & UREE mmol/L KITURI DE DIAGNOSTIC Pentru a determina hemoglobina: Biokont HEMOGLOBIN (cu calibrator g/l) Biokont GEM (fără calibrator) Biokont TOTAL PROTEIN Biokont ALBUMINĂ Biokont UREA Biokont ACID URIC Biokont TEST TIMOL Biokont FIER Biokont JSS Biokont GLUCOZA Biokont FOSFOR Biokont TBA Biokont PROTEINĂ ÎN URINĂ Biokont PROTEINĂ ÎN LCR REAGENT ERLICH (pentru determinarea calitativă a porfobilinogenului în urină) TAMPON FOSFAT pentru analizor "Exan" SOLUȚIE DE CLORURĂ DE CALCI , % și: STRIPS DE DIAGNOSTIC BIOSCAN: glucoză în urină, cetone în urină, proteine în urină, pH, alcodiagnostic STICLA DE LABORATOR REACTIVI ECHIPAMENTE DE LABORATOR VOPSELE MATERIALE PENTRU IMUNOLOGIE NUTRIENT MEDIA DISC CU ANTIBIOTICE TESTE DE CONTROL STERILIZARE LITERATURA MEDICALĂ , Moscova, str Zapadnaya, p "Agate" Tep ( ) - , - , - http //www glasnet ru/~agat, e-mail agat@glasnet ru NOUA GENERATIE DE COLORANTI RUSESTI ALA HEMATOLOGIE Se fac soluții de colorare din materii prime importate și conform tehnologiei moderne, ambalajele sigilate din plastic permit livrarea în orice regiune a Rusiei și a CSI O evaluare înaltă a calității soluțiilor a fost făcută de specialiști autorizați: Departamentul de Diagnosticare de Laborator Clinic al Academiei Ruse de Educație Postuniversitară, Moscova, Centrul de Cercetare Hematologică al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova, TsKDL, Sankt Petersburg Universitatea de Stat de Medicină N P Pavlova, Sankt Petersburg NPF "Abris+" produce, de asemenea: Truse de reactivi pentru hematologie si biochimie clinica Seturi cu marca (c)YSHII? poate fi folosit atât pentru metode manuale, cât și atunci când se lucrează la analizoare biochimice Puteți găsi în catalogul nostru o gamă largă de reactivi chimici, consumabile, sticlă de laborator, substanțe medicamentoase, medicamente finite X/i NPF "Abris*' : , St Petersburg, PO Box , Y Gagarin Ave Telefoane: - departamentul de diagnosticare și reactivi ( ) - , - fax: (S ) - - ^ reprezentant la Moscova: ( ) - lL ▲■ker vme CJSC "Alkor Bio" produce și vinde sisteme de testare bazate pe ELISA pentru diagnosticare • funcţia de reproducere progesteron testosteron prolactină LH (hormon luteinizant) FSH (hormon de stimulare a foliculilor) hCG (hormon corionic) • boli ale tiroidei ttg triiodotironina tiroxina anticorpi la tiroglobulina • metabolismul cortizol • markeri tumorali AFP • hepatita B HBsAg HBs ^g-test de confirmare Toate produsele sunt certificate de M al Federației Ruse, au fost testate și sunt utilizate în clinicile de top din Moscova și Sankt Petersburg Putem fi contactati telefonic: ( ) - , - - telefon/fax: ( ) - Reprezentanța la Moscova: telefon/fax: ( ) - E-mail: alkorbio@infopro spb su Adresă poștală: , St Petersburg- , PO Box Truse de diagnostic din seria Slide pentru detectarea infecțiilor urogenitale prin imunofluorescență directă ChlamySlide "- - pentru a detecta Chlamydia trachomatis ChlamySlide' - - pentru a detecta Chlamydia pneumoniae metoda imunofluorescenței indirecte TrichoSlide "- pentru a detecta Trichomonas Vaginalis VagiSlide * - pentru a detecta Gardnerlla Vaginalis HerpesSlide - pentru a detecta virusul llerpes simplex tip GonoSlyO - pentru a detecta Neisseria Gonorrhoeae ChlamySlide'"''- - pentru a detecta Chlamydia Trachomatis Principalele avantaje • Sensibilitatea și specificitatea ridicate sunt confirmate de numeroase recenzii din diverse organizații ale Ministerului Sănătății • Timpul de configurare a analizei este de - de minute, ceea ce este de ori mai rapid decât cel al analogilor autohtoni existenți • Luminozitate îmbunătățită a obiectelor -Veți face o diagnoză mai precis și mai rapid • Componenta de finisare a medicamentului vă permite să vedeți localizarea agentului infecțios și structura celulelor • Ambalajul convenabil va salva setul în timpul transportului, precum și va servi drept trepied excelent pentru dvs • Preț acceptabil - costul truselor este cu - % mai mic decât cel al tuturor analogilor autohtoni și străini produși - datorită utilizării celor mai recente tehnologii brevetate • Mărcile comerciale ale medicamentelor sunt înregistrate • Cinci ani pe piață • Livrarea medicamentelor: prin poștă, avion și curier la Moscova Echipa de autori Galart-Diagnostikum Telefon/fax - - , - - - BACTERIOLOGIE SI PARAZITOLOGIE - GAMA DE PRODUSE^ NUMĂRUL GM SANOFI PA STER DE DIAGNOSTICĂ: NEW LAV BLOT I • Medii nutritive și selective concepute pentru a detecta o mare varietate de agenți infecțioși • sisteme de identificare rapidă - pentru Micoplasme urogenitale, Streptococi, Stafilococi, ciuperci etc • teste de selecție a sensibilității la antibiotice - MICOLOGIE - medii pentru detectarea diverselor ciuperci, sisteme de identificare rapida si teste pentru antibiograme - VIROLOGIE - diagnostic de infectie HIV, tepatita ^ herpes, CMV, virusul Epstein-Barr, rubeola, RSV, gripa, parainfluenza, adenovirusul, 'rotavirusul etc unsprezece - ALTE INFECTII - chlamydia, sifilis, toxoplasmoza etc - IMUNOHEMATOLOGIE - IMUNOCHIMIE ALERGOLOGIE - PATOLOGIE AUTOIMUNĂ - DIAGNOSTICUL BOLILOR CARDIOVASCULARE - DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE - DETERMINAREA ONCOMMARKERS După cum puteți vedea, gama de teste este foarte diversă, dar compania acordă o atenție deosebită diagnosticării de laborator a diferitelor infecții, inclusiv infecții cu transmitere sexuală - tocmai acesta este domeniul în care SANOFI DIAGNOSTICS PASTER se bucură de o autoritate binemeritată în rândul liderilor mondiali SANOFI DIAGNOSTICS PASTER SAIIOFI SA , MOSCOVA, ULTIMA bandă, / TEL: ( ) FAX: ( ) sanofl PASTEUR Biroul din Moscova , Moscova, autostrada Varshavskoe, a, etajul , birou Tel : ( ) - - ; fax: ( ) - - SY-LAB (Austria) vă aduce în atenție echipamente pentru laboratoarele clinice - MicroTax - un sistem de identificare a microorganismelor și determinarea sensibilității acestora la antibiotice și un analizor microbiologic BakTrak MicroTax vă permite să identificați peste de specii de bacterii și drojdie Principiul identificării se bazează pe înregistrarea fotometrică a rezultatelor reacțiilor biochimice urmată de prelucrarea computerizată a datelor Software-ul include un program special de experți pentru evaluarea rezultatelor identificării și a sensibilității la antibiotice Testarea este efectuată în plăci de testare standard cu de godeuri cu componente adăugate Perioada de valabilitate a plăcii de testare este de , - ani la temperatura camerei Alegerea antibioticelor de pe tableta de testare este la cererea utilizatorului Sistemul MicroTax este un sistem deschis care poate fi folosit și pentru imunotestele enzimatice Analizorul microbiologic BakTrak este un sistem automatizat care vă permite să controlați sterilitatea, să determinați numărul total de microorganisme și să detectați selectiv coliforme, salmonella, stafilococ, drojdie/mucegai, clostridii sulfito-reducătoare, listeria, lactobacili în obiectele din mediu /D LAVERNA ■■O COMPANIE CHIMICĂ LA MOSCOVA microdozatoare "Lenpipet" filtre reactivi fara cenusa pentru cromatografie oferte , aparate si ustensile de laborator din sticla si portelan, hidrometre, termometre PENTRU MEDICAL LA BORA GORI AND ~ seturi de reactivi chimici pentru diagnosticare clinica, benzi de gest ("Lakhema", Republica Cehă) - reactivi chimici (săruri, solvenți, acizi, indicatori, coloranți, titruri standard) > echipament individual de protectie > mobilier și echipamente de laborator "Acesta este mai mult decât acțiuni veshmshshy • I fi Іom / lіonshshchy proezd O o "Ukshgrshchi* siefpk/fix ( } -LR H (multicanal) K-noi! ■ sshnrankh (țit'tfHti mxfc nі Іtsgneі: m in labtirahvv tfasHct ni STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL CLINIC DE LABORATOR Utilizarea metodelor de cercetare morfologică în citologie clinică Citologia clinică este o metodă recunoscută cu drepturi depline de analiză morfologică bazată pe studiul și evaluarea materialului celular obținut în diferite moduri dintr-un focus patologic În țara noastră, citologia clinică este o secțiune a diagnosticului de laborator, iar acest lucru se explică prin faptul că, în mod tradițional, studiul compoziției celulare este inclus în complexul de teste clinice de laborator de sânge, măduvă osoasă, exsudate și scurgeri din diverse organe Totuși, spre deosebire de metodele clasice de laborator, care sunt de obicei cantitative, citologia clinică este predominant descriptivă Aceasta din urmă apropie citologia de o altă metodă morfologică - histologia Se știe că tabloul citologic reflectă structura histologică și, în multe privințe, criteriile histologice sunt potrivite pentru evaluarea preparatelor citologice Trebuie amintit că atunci când se descriu rezultatele unui studiu citologic, se folosesc termeni diagnostici mai degrabă decât cantitativi Astfel, metodologic, examenul citologic diferă semnificativ de alte metode de laborator Citologia diagnostică este ramura cu cea mai rapidă creștere a patomorfologiei Direcția principală de diagnosticare a citologiei clinice este oncocitologia Analiza citologică este efectuată în primul rând pentru a obține un răspuns la întrebarea privind prezența unui neoplasm malign "Diagnosticul citologic al neoplasmelor a atins deja o mare perfecțiune și are toate motivele, mai ales în combinație cu cele patoanatomice, pentru dezvoltarea ulterioară cu succes" (N A Kraevsky) În procesul de diagnostic diferențial se determină natura procesului patologic și se stabilesc leziuni inflamatorii, reactive proliferative sau precanceroase, precum și tumori benigne Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE În metodele citologice, simplitatea, viteza și repetabilitatea ușoară sunt atractive, ceea ce face posibilă utilizarea analizei citologice pentru a studia dinamica modificărilor morfologice în cursul bolii și a procesului de tratament În plus, studiul citologic clasic nu necesită costuri mari de materiale, reactivii și echipamentele sunt ieftine Examenul citologic este una dintre metodele de diagnostic eficiente în orice stadiu al progresiei tumorii Acesta va permite: să arate caracterul și severitatea proliferării celulare; pentru a diagnostica tumorile maligne în orice localizare în orice stadiu al procesului Un studiu citologic permite, cu o fiabilitate suficient de mare, nu numai să se constate prezența unei formațiuni maligne, ci și în majoritatea cazurilor să se determine histogeneza (originea, afilierea tisulară) și gradul de diferențiere a tumorii Acesta din urmă este foarte important pentru clinică, deoarece se știe că sensibilitatea la diferite efecte chimio- și radiațiilor este în mare măsură determinată de gradul de diferențiere a neoplasmului În plus, nivelul de diferențiere a tumorii poate fi folosit ca un indicator de prognostic destul de semnificativ Un stimulent puternic pentru dezvoltarea citologiei clinice a fost dezvoltarea și îmbunătățirea instalațiilor, instrumentelor și instrumentelor pentru examinarea diagnostică Dezvoltarea tehnicilor endoscopice, a metodelor de cercetare cu ultrasunete au contribuit în mare măsură la introducerea pe scară largă a analizei citologice în diagnosticul neoplasmelor din aproape toate țesuturile corpului, inclusiv organele interne, care anterior nu erau disponibile pentru analiza morfologică non-operatorie Necesitatea verificării morfologice a contribuit la o creștere rapidă și semnificativă a numărului de biopsii Și dacă citologia clinică anterioară a fost reprezentată în principal de citologia exfoliativă: studiul lichidelor - exsudate, spălări; secreții - spută, urină; frotiuri din colul uterin, de pe suprafața tumorii, apoi predomină în prezent citologia puncției Practic, materialul pentru cercetare este obținut prin puncția formațiunilor tumorale cu un ac subțire, puncția sub controlul ultrasunetelor, raze X, tomografie computerizată O proporție semnificativă a studiilor în citologia clinică modernă sunt studiile frotiurilor din bucăți obținute în timpul trepanbiopsiei, frotiuri - amprente din material chirurgical și de biopsie, mișcări de perie și răzuire în timpul studiilor endoscopice Analiza citologică face posibilă evaluarea naturii și severității proliferării epiteliale, izolând un grup de displazie și pe această bază formarea unor grupuri "de risc ridicat" alte metode morfologice Toate cele de mai sus fac posibilă utilizarea pe scară largă a metodei atât pentru verificarea morfologică într-o policlinică, cât și pentru examinări preventive în masă, selectarea grupelor de risc, urmată de monitorizarea sistematică a persoanelor cu risc STUDII CITOLOGICE Diagnosticul precoce și în timp util al tumorilor din punct de vedere organizațional constă în două etape: Screening în masă (screening al întregii populații sau doar al grupurilor cu risc crescut) pentru a detecta tumori sau semne care nu permit excluderea unei tumori Clarificarea diagnosticului în grupuri relativ mici selectate în timpul screening-ului În ambele etape ale diagnosticului clinic, citologia joacă un rol important, iar studiul prin această metodă se caracterizează printr-o serie de caracteristici În prima etapă, sunt impuse cerințe speciale pentru un examen citologic ca test de screening și, mai presus de toate, sensibilitate ridicată (adică o frecvență mare de detectare a celulelor tumorale la pacienții cu neoplasme maligne și un număr redus de așa-numitele "false" rezultate negative") la o singură examinare a materialului În a doua etapă a diagnosticului precoce al tumorilor, împreună cu necesitatea unei sensibilități ridicate, cerința de specificitate ridicată este impusă metodei citologice Pentru un examen citologic în prima etapă, specificitatea ridicată este mai puțin importantă, deoarece rezultatele screening-ului sunt întotdeauna verificate în a doua etapă a diagnosticului La recunoașterea așa-numitelor "canceruri timpurii", metoda citologică are adesea avantaje față de alte metode de cercetare Dovadă în acest sens este diagnosticul citologic al cazurilor de cancer de stomac, plămân, vezică urinară și alte organe în absența manifestărilor clinice, radiologice și endoscopice, chiar înainte de apariția semnelor detectate prin aceste metode Examinarea citologică a frotiurilor din colul uterin este un test de screening extrem de eficient pentru cancerul de această localizare, deoarece crește rata de detectare a tumorilor de aproximativ zece ori, în comparație cu detectarea vizuală; în același timp, frecvența relativă a depistarii cancerului în stadiile incipiente și preclinice ale procesului crește semnificativ STUDII REALIZATE CU METODĂ CITOLOGICĂ Examen citologic al materialului de puncție Examinarea citologică a punctatelor obținute cu un ac fin (biopsie cu ac fin) din tumori, formațiuni asemănătoare tumorilor, indurații de orice localizare: cap, gât, mamare, glanda tiroidă, ganglioni limfatici, oase și țesuturi ale extremităților, piele, plămâni, mediastin, cavitatea organelor abdominale și ras pi alt spațiu Examenul citologic al materialului exfoliativ Examinarea citologică a secretelor, excrețiilor, scurgerilor și răzuirilor de pe suprafața eroziunilor, ulcerelor, rănilor, fistulelor, sputei, spălărilor, exsudatelor, transudatelor Examenul citologic al materialului endoscopic Studiul materialului obtinut in timpul bronhoscopiei, cateterismului bronsic, esofago-, gastro-, duodeno- laparo- sigmoidoscopie, colonoscopie, cistoscopie și alte tipuri de examen endoscopic în orice localizare a procesului patologic Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Examenul citologic al biopsiei și al materialului chirurgical Examinarea citologică a frotiurilor de amprentă, răzuire a pieselor de biopsie și a materialului chirurgical Studiul citochimic al materialului Glicogen, lipide, ADN, ARN enzime etc Determinarea cromatinei sexuale în celulele tumorale Un loc aparte îl ocupă examinarea citologică a materialului obținut în timpul examinărilor preventive ale populației Studii ale epiteliului vaginal și urocitogramelor pentru a determina saturația strictă a organismului cu calculul formulei de maturare, CP I EI etc METODE DE OBŢINERE ŞI NATURA MATERIALULUI DE STUDIU CITOLOGIC Materialul pentru examinarea citologică poate fi obținut în diferite moduri A Citologie exfoliativă, unde se analizează următoarele: - secreția diferitelor organe (glanda mamară, bronhii etc ) Pentru a pregăti preparatul, se aplică o picătură de descărcare pe sticlă și se prepară un frotiu De asemenea, puteți face amprente de la locul excreției (mamelon, evacuarea fistulei) Secreția bronșică este de obicei colectată sub formă de spută într-un vas, pregătirea preparatelor este descrisă în detaliu în secțiunea de examinare respiratorie: -> Fluidele si continutul chisturilor se obtin prin puncția cavităților (abdominale, pleurale, etc ) și a chisturilor Dacă nu există suficient material, atunci acesta este aplicat pe sticlă și distribuit sub formă de frotiu subțire Cantități semnificative de lichid sunt pre-centrifugate și apoi frotiuri sunt preparate din sediment Materialul de apă de spălare este procesat în același mod; - amprentele de pe mucoase și piele, dacă sunt disponibile, pot fi realizate direct pe sticlă În alte cazuri, frotiurile se prepară din răzuire cu spatulă, din tampoane Pentru studiul materialului exfoliativ în ginecologie, există metode dovedite, a căror descriere este în secțiunea corespunzătoare B Citologia puncției este unul dintre cele mai frecvente tipuri de cercetare în citologia clinică Formațiunile tumorale sunt perforate, de regulă, cu un ac subțire Biopsia prin aspirație necesită o anumită abilitate În plus, pentru a obține un material cu drepturi depline, trebuie îndeplinite o serie de condiții În special, acul de puncție și seringa trebuie să fie uscate Nc trebuie efectuată anestezie preliminară (introducerea novocainei) Pentru puncția formațiunilor bogat vascularizate (glanda tiroidă, tumori vasculare, os, etc ), este necesar să folosiți un ac cu un mantzren, acesta din urmă este îndepărtat după ce acul este introdus în locul din care ar trebui să fie materialul să fie obținut În același mod, urmând regulile descrise mai sus și folosind dispozitive speciale, puncțiile se efectuează sub controlul radiografiei, ecografiei sau tomografiei computerizate STUDII CITOLOGICE C Utilizarea frotiurilor pentru examenul citologic - amprentele din biopsie și material chirurgical crește semnificativ eficiența diagnosticului citologic În plus, o concluzie morfologică poate fi obținută mult mai devreme decât una histologică Valoarea excepțională a unor astfel de studii paralele (citologice și histologice) în posibilitatea de a efectua comparații citohistologice ar trebui să fie răzbunată, ceea ce, la rândul său, îmbogățește semnificativ atât una, cât și cealaltă metodă Pentru a pregăti medicamentul, este necesar să răspândiți răzuirea din biopsie sau material chirurgical cu un frotiu subțire pe sticlă Amprentele de la o tăietură de biopsie sau o bucată de țesut îndepărtată chirurgical sunt aplicate prin atingerea suprafeței tăiate de sticlă Dacă amprentele sunt realizate dintr-un țesut bogat în sânge (ficat, splină etc ), este necesar să îndepărtați sângele de pe suprafața tăiată pe hârtie de filtru și numai după aceea să faceți amprente pe sticlă D Odată cu dezvoltarea tehnologiei endoscopice, examenul citologic obligatoriu a devenit mai accesibil Dispozitivele endoscopice moderne au dispozitive speciale pentru preluarea materialului pentru examinarea morfologică Cu endoscopie, puroiul poate fi obținut la ora gi: - mișcări de perie - apa de spalat, - tampoane - frotiuri-amprente ale biopsiilor smulse Proceduri endoscopice: a) bronhoscopie - frotiuri cu punct, punctate transbronșice, frotiuri din materialul de biopsie, spălări b) gastroscopie - mișcări de pensulă, amprente din biopsii smulse, c) colonoscopie, sigmoidoscopie - frotiuri cu un tampon de vată, mișcări de perie, amprente de biopsie, d) cistoscopie - urină nativă, spălare cu alcool, amprente din bucăți de biopsie, e) laringoscopia - frotiuri din zonele afectate și amprente din bucăți, f) piele și mucoase - frotiuri de răzuire din zonele afectate, cu o tumoare - puncție cu un ac subțire g) țesuturi moi, glanda mamară, ganglioni limfatici, glanda tiroidă - puncție cu un ac subțire, h) puncție ecoghidată (tumorile glandei tiroide, gâtului, ficatului, splinei, rinichilor, uterului, ovarelor, prostatei, tumorilor retroperitoneale) i) trebuie supuse examenului citologic punctate ale cavităţilor seroase, chisturi, scurgeri ale glandei mamare etc Lamele pentru preparate trebuie să fie curate, lipsite de grăsime şi uscate Alegerea metodei de preluare a materialului este determinată de natura leziunii, de localizare și de posibilitatea unor studii instrumentale Este de dorit să se studieze în complexul tuturor metodelor disponibile de a lua material În special, în cazul leziunilor vezicii urinare, urina nativă poate fi utilizată pentru examenul citologic (eficiența diagnosticului citologic este de - %), spălarea cu alcool (eficiența citologiei) Volumul P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE - %), frotiuri-amprente din bucățile tumorale prelevate în timpul cistoscopiei (eficiența diagnosticului citologic este de aproximativ %) Cu o examinare cuprinzătoare, eficiența diagnosticului citologic este de aproximativ % LIVRARE, ÎNREGISTRARE ȘI MARCAREA MATERIALELOR Materialul pentru examinarea citologică trebuie livrat la laborator cât mai curând posibil după primire (lichide, urină, conținut de chisturi, spălături, exsudate, spută) Tampoanele uscate la aer pot fi depozitate Flacoanele cu material și frotiuri de sticlă trebuie să fie etichetate cu numele pacientului) În direcția care însoțește materialul ar trebui să fie: - prenumele, numele, patronimul, sexul și vârsta pacientului; - cum și de unde a fost obținut materialul; - sub ce formă se trimite (lichid, cu frotiuri de curgere), cantitate; - un scurt istoric cu indicarea obligatorie a prezenței și naturii efectelor nocive, tratament anterior (în special hormonal, radiații, chimioterapie); - date din alte metode de cercetare (radiografie, endoscopie etc ), dacă se suspectează o boală sistemică (hemoblastoză) - o analiză de sânge; - descrierea statutului localіх; - diagnostic clinic PREGĂTIREA STICULUI Eficacitatea diagnosticului citologic, pe lângă calificările medicului, este în mare măsură determinată de calitatea preparării preparatelor Pentru prepararea preparatelor citologice sunt necesare lame de sticlă curate și uscate I Spălați bine paharele cu o perie în apă caldă cu săpun (sau detergent) Clătiți bine cu apă caldă curentă Se fierbe apoi - ore în apă cu adaos de sifon ( - %) sau detergent După aceea, clătiți bine în apă curată fierbinte și clătiți cu apă curentă ( - ore) Paharele prelucrate și spălate în apă sunt șters cu o cârpă moale, ținând paharele de margini și depozitate într-un amestec de Nikiforov (părți egale de alcool de de grade și eter) După cum este necesar, ochelarii sunt îndepărtați din amestecul Iikyforov cu pensete și șterși cu o cârpă uscată Paharele astfel tratate pot fi folosite pentru prepararea preparatelor citologice Pentru studiile citochimice se vor obține rezultate foarte bune prin prelucrarea lamelor de sticlă și a altor obiecte din sticlă într-un amestec din următoarea compoziție STUDII CITOLOGICE Bicromat de potasiu - g Apă fierbinte - ml Acid sulfuric brut - ml Pentru a prepara acest amestec, dicromatul de potasiu este dizolvat în apă fierbinte, apoi soluția este răcită și apoi se adaugă acid sulfuric Acidul se toarnă cu grijă (neapărat într-o hotă), în timp ce amestecul se încălzește foarte puternic și capătă o culoare maro închis În această compoziție, lamele de sticlă și alte articole din sticlă se păstrează timp de - zile, apoi se spală în apă curentă timp de - ore Pe o lamă de sticlă bine degresată, apa trebuie să se răspândească într-un strat subțire și să nu se adune în picături Pentru a asigura o marcare fiabilă a ochelarilor, există două moduri de a acoperi marginea suprafeței de sticlă: mecanic și chimic Primul se realizează cu o mașină de șlefuit echipată cu o piatră abrazivă A doua metodă, care poate fi folosită în orice laborator citologic, folosește un vas de plastic cu o capacitate de aproximativ ml În el se pun g de fluorit - bifluorit de amoniu și g de acid clorhidric concentrat (HCI) Amestecul este bine amestecat cu o lamă de sticlă până la o consistență moale (în hotă) Înălțimea stratului de amestec în vas nu trebuie să depășească , cm Lamele de sticlă curate sunt plasate de-a lungul pereților vasului, astfel încât un capăt al paharului să fie scufundat în amestec În total, - de lame sunt plasate secvenţial în vas După minut, paharele se scot și se coboară imediat timp de - minute într-o găleată de plastic cu multă apă Apa este apoi scursă și lamelele sunt tratate cu o soluție slabă de acid sulfuric ( ml H SO la - litri de apă) pentru a le degresa Apoi paharele sunt spălate bine cu apă și uscate (puteți folosi un ventilator) Preparatorul-asistent de laborator efectuează toate lucrările privind pregătirea lamelor în mănuși de cauciuc Un amestec de fluorura de amoniu si acid clorhidric concentrat poate fi folosit in mod repetat prin adaugarea unei cantitati mici de acid Paharele pot fi marcate si prin scrierea cu cerneala pe o margine a paharului (folosind un stilou) FIXARE Fixarea este una dintre etapele importante în prepararea unui preparat citologic Dacă nu se prevede altfel în metodologie apoi, de regulă, frotiurile uscate sunt fixate Alcoolul metilic este cel mai bine utilizat ca fixatori, cu excepția cazului în care tehnica cere altfel (timpul de fixare este de la trei până la zece minute) Poate fi folosit pentru fixarea alcoolului la ° (timp de fixare - - minute) Pentru prepararea alcoolului absolut în laborator, se utilizează sulfat de cupru calcinat (anhidru) Prepararea vitriolului anhidru Ei iau vitriol albastru pur chimic (dacă este cu granulație grosieră, atunci este mai întâi bătut într-un mortar de porțelan) și calcinat într-o ceașcă de porțelan Ca urmare a calcinării, apa de cristalizare este îndepărtată din molecula de cupru kv-porozitate (CpO • O) și se obține vitriol alb anhidru (CuO ) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE În contact cu apa, un astfel de vitriol anhidru absoarbe din nou cu lăcomie apa și dă compusul albastru original, pe care se bazează utilizarea sa pentru deshidratarea alcoolului Calcinarea se efectueaza cu respectarea precautiilor cunoscute si anume: vitriolul maruntit fin se calcineaza in portiuni mici la foc mic printr-o plasa de azbest intr-o cana de portelan (sau ustensile de cupru) cu agitare constanta cu o spatula de portelan sau sticla Nu folosiți o spatulă de metal și calcinați în vase de fier și nichelate Nerespectarea acestor reguli poate duce la ardere, mai exact, la descompunerea sulfatului de cupru cu formarea de oxizi de cupru (CuO) Această din urmă împrejurare are un efect foarte nefavorabil asupra capacității vitriolului de a absorbi apa Sulfatul de cupru bine calcinat și atent trebuie să fie complet alb sau ușor albăstrui: când este reîncălzit, devine gri Vitriolul ars, atunci când este combinat cu apă, dă o rută verde murdară, ceea ce este nedorit, deoarece face dificilă controlul progresului deshidratării alcoolului Este foarte bine să efectuați calcinarea vitriolului pe o sobă electrică de putere mică sau chiar într-un termostat la o temperatură de - ° C; în acest ultim caz, vitriolul mărunțit fin este împrăștiat într-un strat subțire pe carton Calcinarea in termostat la - °C este lenta, aproximativ saptamani (cu agitare zilnica), iar la temperatura de °C - timp de - zile (in cana de portelan) Când este calcinat, sulfatul de cupru începe să degaje apă de cristalizare deja la o temperatură de ° C, iar la ° C se descompune parțial și devine gri Vitriolul calcinat este depozitat într-un borcan cu dop măcinat Prepararea alcoolului absolut Pentru a prepara alcool absolut, vitriolul alb calcinat este turnat într-un borcan mare cu gură largă și umplut cu alcool din acest calcul astfel încât coloana de alcool de deasupra vitriolului să depășească grosimea stratului acestuia din urmă de cel mult - ori Conținutul borcanului se agită zilnic timp de - zile, făcând ca întregul cap al vitriolului depus să devină albastru După aceea, în borcan se toarnă o altă porție de vitriol alb, dar într-o cantitate mai mică, de aproximativ - ori, și se lasă - zile Turnarea vitriolului se repetă până când ultima porțiune a acestuia încetează să devină albastră, apoi alcoolul absolut este considerat gata Un astfel de alcool absolut este depozitat permanent pe sulfat de cupru și este folosit după cum este necesar în diverse scopuri Dacă alcoolul la - ° este deshidratat, atunci vitriolul (calcinat) trebuie adăugat de cel mult - ori iar randamentul de alcool absolut în acest caz va fi de aproximativ - % Randamentul relativ scăzut de alcool absolut se datorează faptului că o parte semnificativă din acesta rămâne pe vitriol Un amestec de Nikiforov poate fi folosit ca fixativ (timpul de fixare este de cel puțin minute, maxim ore) Unii coloranți (Lsishman May-Gryunvalts) sunt ambii fixativi STUDII CITOLOGICE TEHNICĂ DE PREGĂTIRE A FRIVIILOR Cantitatea de material obținută nu determină întotdeauna posibilitatea de diagnostic; uneori, o cantitate foarte mică de material este suficientă pentru a face un diagnostic Prezența unei cantități mari de sânge este adesea o piedică Cu toată prezența frotiurilor, este necesar să se facă cât mai curând posibil, altfel are loc coagularea și este foarte dificil să se facă frotiuri și să studieze dintr-un cheag coagulat Materialul este aplicat pe sticla si loviturile sunt realizate cu mare atentie, deoarece celulele sunt foarte vulnerabile, iar prezența unui număr mare de celule distruse interferează cu diagnosticarea corectă Frotiurile sunt preparate din punctate lichide, cum ar fi frotiurile de sânge: dacă masa rezultată este densă sau noduroasă, atunci pe lângă frotiuri, pot fi pregătite și imprimeuri pe sticlă Metoda de imprimare are anumite avantaje: - în primul rând, celulele sunt expuse mult mai puține traumatisme; - în al doilea rând, există posibilitatea de a aranja celulele în straturi, ceea ce ajută la caracterizarea raportului dintre celule între ele atunci când se descrie un preparat citologic: - in al treilea rand, daca materialul este bogat in sange, trebuie aplicat pe sticla si apoi selectati boabe albe de acolo si faceti frotiuri cu ele Atunci când se utilizează examenul citologic în timpul intervenției chirurgicale, precum și la obținerea unei biopsii, această metodă poate fi utilizată atât independent, cât și în paralel cu analiza histologică În aceste cazuri, pe lângă perforații, amprentele sunt obținute din organele îndepărtate sau expuse prin atingerea lamei de sticlă cu țesutul studiat De asemenea, este posibilă pregătirea preparatelor la primirea materialului prin răzuire Lichidele obținute în timpul puncției sunt imediat centrifugate, apoi stratul superior al centrifugatului este drenat, iar din sediment se fac frotiuri care sunt supuse examinării citologice În unele cazuri, preparatele preparate pot fi vizualizate la microscop, totuși, diagnosticul patologic trebuie efectuat numai pe preparatul colorat METODE DE BAZĂ PENTRU COLAȚAREA PROBELOR CITOLOGICE În scopul colorării preparatelor citologice, coloranții utilizați pentru studii hematologice sunt cel mai des utilizați, în special vopselele Romanovsky Giemsa, Leishman, Maya-G Rünwald În plus, tehnicile de colorare sunt utilizate pe scară largă, unde colorantul principal este hematoxilina, precum și metodele citochimice Calitatea colorării depinde de tipul și compoziția vopselei - concentrația acestuia, care nu determină întotdeauna capacitatea de colorare; durata colorării; timpul de pregătire a preparatului (majoritatea preparatelor, din momentul preparării cărora până la colorare a durat de la ore la câteva zile, pierd mici detalii structurale); pH mediu: temperatura aerului în timpul procesului de vopsire, care este asociată cu evaporarea soluției de colorant Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Colorarea Giemsa și modificările acesteia Soluție standard Giemsa: Azur - g Eozină - , g Albastru de metilen - , g Alcool metilic - ml Glicerina - ml Tehnica de colorare Preparatul obtinut in urma cu ore - - zile se fixeaza minute in alcool metilic si se transfera timp de minute intr-un lichid de colorare format din ml solutie standard Giemsa si ml apa distilata (pH , - , ) Apoi clătiți cu apă de la robinet și uscați la aer Colorație Romanovsky-Giemsa Frotiurile uscate se fixează în alcool metilic ( minute) sau amestecul lui Nikiforov ( minute) Apoi se scufundă într-o soluție de lucru (diluție : ) a colorantului Romanovsky-Giemsa finit timp de - minute, după care se spală cu apă distilată și se usucă Colorarea Pappenheim Nu este necesară fixarea prealabilă a frotiurilor Vopseaua fixatoare May-Grunwald se toarnă pe frotiuri uscate la aer timp de minute Fără a scurge vopseaua, adăugați la ea aceeași cantitate de apă distilată După minut, vopseaua este scursă de pe frotiu și, fără clătire, soluția de lucru filtrată (diluție : ) a vopselei Romanovsky-Giemsa finită (la pH , ) este turnată timp de minute După colorare, preparatele se spală cu apă distilată și se usucă la aer, punându-le vertical într-un uscător special Pentru prepararea vopselei fixative May-Grunwald, se dizolvă mg de pulbere May-Grunwald în ml de alcool metilic Soluția este încălzită la °C într-o baie de apă până când pulberea este complet dizolvată, filtrată și depozitată într-o sticlă cu dop măcinat Modificarea metodei IIagipenheim Se prepară o soluție de colorant May-Grunwald , % ( mg pulbere de colorant se dizolvă în ml alcool metilic; soluția se maturează timp de zile); soluție de azur (I ( g dizolvat în ml apă clocotită): soluție de eozină de potasiu sau de sodiu ( g de eozină de potasiu sau , g de eozină de sodiu dizolvată în ml de apă clocotită) tehnica de colorare Frotiurile uscate se fixează în alcool metilic timp de minute Colorat cu o soluţie May-Grunwald , %, la parte din care s-au adăugat părţi tampon fosfat (pH , - , ) timp de minute Finalizați cu azur-eozină ( parte soluție azur - parte soluție eozină + părți tampon fosfat la pH , - , ) timp de de minute Spălați vopseaua cu apă curentă Uscați frotiurile la aer STUDII CITOLOGICE Colorarea frotiurilor conform lui Leishmaiu Se prepară vopseaua lui Leishman ( , g de colorant uscat la litru de alcool metilic; colorantul se maturizează timp de - zile); azur ( g de colorant azuriu uscat la litru de apă distilată, colorantul se maturizează în - săptămâni); eozină ( g de colorant uscat eozină la litru de apă distilată; colorantul se maturizează în - săptămâni) tehnica de colorare Un frotiu uscat la aer este transferat timp de minute la colorantul Leishman Se spală în apă de la robinet Îndepărtați (se scutura) excesul de apă și umpleți cu colorant, care include ml de azur, ml de eozină și ml de apă distilată Vopseaua este pregătită înainte de lucru Frotiurile sunt colorate timp de - de minute Clătiți cu apă de la robinet Uscați la aer sau ștergeți cu hârtie de filtru Colorare urgentă conform lui Alekseev Frotiurile subțiri se fixează într-o soluție May-Grunwald încălzită la - grade C timp de de secunde Clătiți cu apă Se colorează în soluție de azur-eozină , % ( : ) timp de minute Clătiți cu apă Uscați udați-vă Colorarea Papaicolaou și modificările acesteia Preparatul umed se fixează în amestecul lui Nikiforov timp de de minute Dacă după fixare este turnat cu glicerină timp de ore, atunci medicamentul poate fi păstrat până la zile Înainte de colorare, prepararea se realizează prin alcooli cu concentrație descendentă ( %, % % %) și apă distilată (se păstrează în fiecare cană minute) Se colorează cu hematoxilină timp de minute!' (inainte de utilizare, solutia de colorant trebuie filtrata) Clătiți cu schimburi de apă distilată Se transferă într-un amestec de ml alcool % și ml soluție concentrată de amoniac (preparatul devine albastru) În acest amestec, medicamentul trebuie clătit de mai multe ori Scufundat în alcool % și apoi spălat în apă curentă Se scufundă într-o soluție de carbonat de litiu timp de minut ( picături dintr-o soluție apoasă saturată la ml apă distilată) Clătiți cu apă curentă timp de minute Deshidratat (apă distilată și alcooli de concentrație ascendentă - %, % % %) Terminați timp de minute în portocaliu D (soluție gata) Clătiți în două schimburi cu alcool % Scufundați Papanicolaou în vopsea timp de - minute Clătiți în schimburi de % și schimburi de alcool % (păstrați minute în ultimul schimb) De Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Clarificați în xilen, închideți într-un balsam Prepararea coloranților Soluția : g de hematoxilină cristalină se dizolvă în ml alcool % Soluția II: g de alaun de potasiu, la încălzire, se dizolvă în ml apă distilată După de ore, se amestecă soluțiile I și II și se adaugă , g de oxid de mercur (roșu), se încălzește până la fierbere și se răcește într-o baie de apă După de ore se poate folosi soluția filtrată De fiecare dată înainte de utilizare trebuie filtrat Colorant Papanicolaou Se amestecă ml dintr-o soluție , % de verde deschis (lichtgrün) în alcool %, ml dintr-o soluție , % de maro bazic (bismarckbrown) în alcool %, ml dintr-o soluție , % de eozină în alcool % , , g de acid fosfomolibdic și se adaugă picătură dintr-o soluție apoasă saturată de carbonat de litiu ( g la ml apă distilată) Citologii domestici au propus o modificare a metodei, în care verdele deschis este înlocuit cu un verde strălucitor mai accesibil Pata de Papanicolaou modificată de Jder I Portocaliu G: se amestecă o soluție de , g de Portocală G la ml de alcool % și , g de acid fosfomolibdic Soluția rezultată se lasă timp de zi, după care este potrivită pentru utilizare Pentru a pregăti colorantul intermediar și verdele strălucitor, este necesar să se pregătească următoarele soluții apoase în zi: ) maro bazic - , g la litru de apă distilată; ) eozină (galbenă sau normală) - , g la ml apă distilată; ) verde strălucitor - , g la ml apă distilată + ml alcool % Aceste soluții trebuie închise ermetic în prima zi într-un termostat la °C Apoi, pe ele se prepară soluții alcoolice de coloranți (I Coloranți intermediari: maro bazic - ml soluție apoasă la ml alcool % (dacă eozina este obișnuită - ml soluție apoasă la ml alcool %) Pentru a obține un colorant intermediar, care este un amestec, se iau următoarele cantități de substanță la ml de amestec: ml de soluție de alcool de maro bazic, ml de soluție de alcool de eozină (gălbuie sau obișnuită), , g de acid fosfomolibdic și se adaugă picătură dintr-o soluție saturată de carbonat de litiu Coloranții se filtrează înainte de amestecare, reziduul se păstrează nefiltrat III Verde strălucitor - , ml de soluție de apă-alcool la ml de alcool % tehnica de colorare Preparatul se fixează în amestecul lui Nikiforov (durata minimă de fixare este de de minute) Se spală în alcool % și apoi apă distilată Se colorează cu hematoxilină timp de - minute, se spală în apă Se diferențiază cu soluție de acid clorhidric , % până la înroșire STUDII CITOLOGICE SH timp de - minute, scurs, spalat in apa Culoarea nucleelor este controlată la microscop Scufundați timp de minut într-o soluție slabă de carbonat de litiu ( picături dintr-o soluție apoasă saturată de litiu la ml apă distilată), clătiți cu apă Deshidratați bine frotiul cu alcool % Se colorează cu portocaliu G timp de minut, turnând pata pe lamă Vopseaua se scurge si se spala bine cu alcool pana se indeparteaza excesul Vopsit cu un colorant intermediar timp de minut, scurs, spălat în alcool Se colorează cu verde strălucitor timp de - minute, se scurg, se spală cu alcool, se șterge Treceți prin xilen, închideți în balsam Colorație Papanicolaou modificată de Rudenko În primul rând, se prepară soluții apoase de coloranți citoplasmatici: , g de eozină solubilă în apă de culoare verde deschis, gălbui și maro bazic se dizolvă separat în ml de apă Soluțiile apoase, bine închise, se lasă zi într-un termostat la °C Apoi, soluțiile alcoolice de coloranți sunt preparate din soluții apoase: ) verde deschis - ml de soluție apoasă la ml de alcool %; ) eozină gălbuie solubilă în apă - ml de soluție apoasă la ml de alcool %; ) maro bazic - , ml de soluție apoasă la ml de alcool % După aceea, se prepară un amestec, pe care G Papanicolaou l-a numit EA- Constă dintr-un amestec de soluții alcoolice de coloranți: ml verde deschis, ml eozină gălbuie și ml maro bazic, care se filtrează înainte de amestecare La amestec se adaugă , - , g de acid fosfomolibdic și picături dintr-o soluție apoasă saturată de carbonat de litiu În soluția de colorant se formează o cantitate mică de precipitat stabil, care nu interferează cu munca Vopseaua ajunge pe deplin pregătită în - zile la temperatura camerei Pentru prepararea portocalei G se dizolvă , g substanță uscată în ml alcool % și se adaugă , - , g acid fosfomolibdic Soluția saturată rezultată este gata de utilizare a doua zi După ce a fost folosită întreaga soluție de colorant, în același vas cu sedimente pot fi adăugate ml alcool % și cantitatea indicată de acid fosfomolibdic Cantitățile rămase de soluții alcoolice de eozină gălbuie și brună bazică se depozitează și se folosesc la prepararea colorantului timp de - luni Tehnica de colorare Frotiurile sunt fixate în lichidul lui Nikiforov timp de de minute Clătiți cu alcool % timp de minut Se spală în apă distilată timp de - minute Se colorează într-o soluție de hematoxilină timp de - minute Clătiți cu apă curentă timp de - minute Treceți prin soluție de acid clorhidric , % timp de minut Clătiți timp de - minute în apă distilată și - minute în apă curentă, urmărind procesul la microscop Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Transferați în soluție de carbonat de litiu , % timp de minut Clătiți cu apă distilată și alcool % Transferați în alcool % timp de minut Se colorează în soluție portocalie G timp de - minute Petreceți alcool % timp de minute, controlând procesul la microscop Pata in verde deschis (amestec EA- ) - minute Treceți prin alcool % timp de - minute Se uda cu hartie de filtru, se trece prin xilen si se pune in balsam Opțiune de colorare cu hematoxilină și eozină pentru frotiuri Pentru a prepara colorantul, se dizolvă g de alaun de potasiu în ml apă distilată, se aduce la fierbere și se toarnă într-o soluție fierbinte de g de hematoxilină Apoi adăugați ml apă distilată și aduceți la fierbere (dar nu fierbeți) Soluția este răcită la temperatura camerei și se adaugă iodat de potasiu Gâtul vasului se leagă cu tifon și se lasă să se maturizeze la lumină timp de săptămâni Apoi vasul cu colorant este sigilat și îndepărtat într-un loc întunecat Colorantul este filtrat înainte de utilizare tehnica de colorare Frotiurile se fixează într-un amestec de părți egale de eter și alcool % sau în alcool % timp de - minute Se colorează în hematoxilină timp de minute Clătiți cu apă curentă timp de - minute Se colorează în soluție de alcool , % de eozină gălbuie timp de minut Clătiți cu apă curentă timp de - minute Uscat METODE SPECIALE PENTRU Colorarea lamelor citologice Colorația de hemosiderin a lui Perls Reactivi: Sare galbenă de sânge Soluție N HCI Alcool metilic Sarea este un alcool acid Progresul reacției: , % soluție de sare galbenă din sânge: sare galbenă din sânge - g; apă distilată - ml Soluția trebuie să fie incoloră Decolorarea preparatului cu metanol sau alcool acid clorhidric Apă distilată Se toarnă HCI N - sec Adăugați la acid o cantitate egală de soluție de sare galbenă din sânge Măturați și vopsiți - min Apă distilată Uscat STUDII CITOLOGICE ADN după Felgen Reactivi: Alcool metilic HCI N Reactivul lui Schiff HCI N Prepararea reactivilor HCI N , ml - conc NSI până la litru - apă distilată Se prepară într-un balon cotat, se păstrează la frigider Reactivul lui Schiff (vezi glicogen) Apă sulfuroasă , g ~ Sa S O ml - HCI N ml - apă distilată Progresul de reacție Fixare - metanol - min Se încălzește HCI N la °C - min Coborâți paharul într-o soluție încălzită de HCI N și puneți-l într-un termostat la °C timp de - de minute Clătiți paharul cu soluția uzată Schiff de la frigider Se pune curat in solutia Schiff, la °C - - minute Clatiti cu apa sulfurica de ori timp de minute Clătiți cu apă distilată Uscați la aer Balsam Slime Reactivi: Mucicarmină germană uscată de la Keres Alcool metilic Hematoxilina (alcool etilic, glicerina, alaun de potasiu, acid acetic glacial) Prepararea reactivilor Un singur procent soluție de mucicarmină: mucicarmină , g + % C H OH - ml Păstrați la rece Înainte de utilizare, vopseaua este diluată de ori; vopsea - parte, apă distilată părți Hematoxilina lui Ehrlich: hematoxilină - g ° C HSOH - ml apă distilată - ml glicerină - ml kvas de potasiu - g acid acetic pedic - ml Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Când este amestecată, soluția are o culoare roșie deschisă Se maturizează zile într-un vas cu gura largă, pe fundul căruia se toarnă în exces alaun de potasiu zdrobit Gâtul vasului se leagă cu tifon și se pune la lumină Înainte de utilizare, vopseaua este filtrată Soluția trebuie să aibă un miros aromat și o culoare cromo-violetă Progresul de reacție Fixare - metanol - min Coborâți aerul pentru câteva secunde Se toarnă frotiuri cu mucicarmină - min Clătiți cu apă distilată Terminați cu hematoxilină Ehrlich - min Clătiți cu apă de la robinet Uscat ARN după Brache Reactivi: Alcool metilen Verde de metilen Piron în U Otet dar sodiu acru Acid acetic Prepararea reactivilor Soluție verde de metilen % a) se spală vopseaua uscată cu cloroform b) soluție de verde melylen %: g - verde de metilen; ml - apă distilată % pironină: g - pironă și U ml apă distilată Tampon acetat pH - , : a) CI-hCOONa - , g; iod distilat - până la litru Se prepară într-un balon cotat b) CH COONa - , ml; apă distilată - până la litru; ml "a" + ml "b" Fixare - metanol - min Apă distilată pentru câteva secunde Culoare metil, verde - pironina - ore la temperatura camerei Mediul de incubație este pregătit înainte de lucru Soluția "A" - , ml picături - procente, pironină; , ml picaturi - treceri, razbunate, verde; ml distil apă Soluție "B" - ml soluție "A" * ml tampon acetat de ori în distilat apă timp de sec Uscat STUDII CITOLOGICE Nucleoli Reactivi: Alcool metilic - fixativ , % soluție de albastru de metilen Acid citric Soluție N de NaOH Prepararea reactivilor , % soluție de albastru de metilen: albastru de metilen - mg; cistil, apă - ml Filtru Păstrați la rece Tampon citrat pH - , Acid citric - , g soluție N de NaOH - ml; diete, apă - până la litru Se prepară într-un balon cotat, se păstrează la frigider N p-sau NaOH, NaOH - g; distila apă - până la litru Se prepară într-un balon cotat, se păstrează la frigider Progresul de reacție Fixare - metanol - min Pune-l la aer pentru câteva secunde Colorează cu soluție de albastru de metilen , % cu încălzire pe termen scurt până la evaporare ușoară - - minute Spălați vopseaua Uscați frotiul Se pune în tampon citrat - - sec Uscat Glicogen Reactivi: Alcool metilic - CH OH, vapori de formol % - min Acid iod Fuchsinul este principalul acid sulfuros fucsin Soluție HCI , N Sulfat Na-Na S Oș Cărbune activ Hematoxilina Na iodat sau K - NalO , KYu alaun de potasiu Acid citric Prepararea reactivilor Soluție N HCI conc HCI - , ml; diete, apă - până la litru Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Se prepară într-un balon cotat, se păstrează la frigider Reactivul lui Schiff: a) fuchsin - g; diete, apă - (X) ml Se fierbe câteva minute b) se răcește soluția la °C; c) filtru; d) se adaugă ml de HCI N; d) se răcește; f) se adaugă g de Na S O ; g) se adaugă cărbune activ După o zi, soluția devine incoloră, se păstrează la frigider Apă sulfuroasă g - Na S O$; ml - diete, apa; ml - HCI N Pregătiți-vă înainte de lucru Acid iod mg - acid iod; ml - dieta, apa Pregătiți-vă înainte de lucru Prepararea hematoxilinei lui Ehrlich Hematoxilină - g; NaIO - , g; alaun de potasiu - g; acid citric - I g; diete, apă - litru Vopseaua se maturează timp de zile într-un vas acoperit cu un capac de hârtie, cu agitare frecventă Când este depozitată într-un vas bine închis, soluția rămâne mult timp alcool clorhidric ml - °C H"jOH; ml - conc NSI Progresul de reacție Fixare - metanol - min Clătiți cu apă curentă - min Pune-l la aer pentru câteva secunde Soluție , % de amilază pH - , mg - amilază, I ml - dietă apă Se incubează - minute la t° - °C Clătiți dietele cu apă - min Acid iod min Dieta, apa - min De ori Scufundați în reactiv Schiff - min , într-un loc întunecat Clătiți cu apă sulfuroasă - min De ori Apa dietetica - min STUDII CITOLOGICE Se termină cu hematoxilină - min Clătiți cu apă de la robinet Uscat Lipidele Reactivi: % vapori de formol: fixare Sudan negru B alcool etilic ° Carmine Prepararea reactivilor % vapori de formol Vopsește Sudan negru B ° С Н ОН - mg; Sudan negru B - exces Când este încălzită, dizolvați vopseaua în alcool etilic până la o stare de suprasaturare Cristalele Sudan ar trebui să cadă pe fundul balonului Filtrați, depozitați într-un loc uscat și întunecat ° QHsOH ° С Н ОН - ml; diete, apă - ml ° С Н ОН ° QHsOH - ml; chisturi, apă - ml ° QHsOH ° CrCHON - ml; diete, apă - , ml Alcoolurile trebuie păstrate la frigider Progresul de reacție Fixare - vapori de formol - min Diete, apă - câteva secunde Coborâți vopseaua Sudan black B timp de oră la t° - °C Se spală în anii C H OH Se spală la ° СрН ОН Se spală la ° QH^OH Dieta, apa Terminați cu carmin timp de zi Peroxioase Reactivi: Alcool ° etil - QH ^ OH = % formol % peroxid de hidrogen - H O Benzidină Prepararea reactivilor Alcool - formol; : - reținere; Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ° QHsOH - părți; % formol - parte Păstrați la rece alcool etilic % ° QHsOH - ml; diete, apă - , ml Păstrați la rece Progresul de reacție Fixare - alcool-formolină - sec Coborâți tamponul în aer pentru câteva secunde Incubare - min t°~ °С într-un loc întunecat Mediul de incubație este pregătit înainte de lucru % С Н ОН - - ml; % H O - picaturi; benzidină - mai multe cristale Se amestecă, se filtrează Clătiți cu apă de la robinet Uscat Esteraza nespecifică Heiho Reactivi: Soluție % dintr-un cuplu de formol - un fixativ a-naftil acetat Acetonă pură din punct de vedere chimic B sau PE solid albastru Tris OD N NSI NaF este un inhibitor Prepararea reactivilor % vapori de formol NHC OD M tris - HCI - tampon pH - , tris - mg; diete, apă - ml; OD HCI - ml Păstrați la rece NaF NaF - , mg; incubatie miercuri - ml adăugați înainte de filtrare Progresul de reacție Fixare în vapori de formol - min Pune-l la aer pentru câteva secunde Incubare - ore t° - °C Mediul de incubație se prepară înainte de lucru, a-naftil acetat - mg; STUDII CITOLOGICE acetonă - picături pentru a se dizolva; tris - tampon - ml; albastru puternic B sau PP sau roșu puternic TR - mg Se dizolvă, se filtrează Clătiți cu apă curentă Uscat Progresul de reacție Fixare - vapori de formol - min Coborâți câteva secunde în aer - Incubare - ore, într-un loc întunecat, t° - °C Mediul de incubație se prepară înainte de lucru, a-naftil fosfat - mg; tampon tris pH - , - ml Se amestecă, se filtrează Clătiți cu apă de la robinet Clătiți cu apă distilată Terminați cu verde de metilen pentru câteva secunde Clătiți cu apă de la robinet Uscat Fosfataza acidă conform Bark Reactivi: Pereche de formol neutru % - fixativ Nitrit de sodiu - NaNO Acetona este pură din punct de vedere chimic a-naftil fosfat (naftol - AS - BJ, AS TR, AS-MX - fosfat) Acid acetic glaciar - CHdCOOH Acetat de sodiu - CH COONa Fucsin bazic pentru acid sulfuros fucsin = verde de metilen - colorant Acid clorhidric concentrat - HCL K, tartrat de Na - inhibitor Prepararea reactivilor % formol neutru, % formol - parte; distilare apă - părți Se toarnă în exsicator Se formează vapori de formol Tampon acetat pH , - , ( , ) din acid acetic glacial a) Soluție , N CH COOH , ml de gheață - până la litru, sau g de gheață - până la litru Se prepară într-un balon cotat, se păstrează la frigider b) soluţie , N de CH COONa acetat de sodiu; , g CH COONa H O sau , g CH COONa; până la litru distilator, apă Se prepară într-un balon cotat, se păstrează la frigider Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE c) soluție de lucru de tampon acetat pH - , ; , ml soluție "a"; , ml de soluție "b" la ml de distil apă pH-ul tampon - , , ml "a"; , m "b" Până la ml dis-gill apă Se prepară într-un balon cotat, se păstrează la frigider Soluție % NaNO NaNO - mg; disgil apă - ml Soluția ar trebui să fie albă A se pastra la frigider la °C Valabil saptamana Pararosanilină hexonitrată % de Davis, Ozustcin ; fuchsin bazic; pentru acid sulfuric fucsin - g; NHC - ml Se dizolvă când este încălzit, dar nu se aduce la fierbere Se răcește, filtrează A se pastra la frigider la °C Hexonitrurat cu agitare până devine galben portocaliu Soluție de HCI N; conf - HCI - ml; diete apă - până la litru Se prepară într-un balon cotat pentru pararosanilină , M K, tartrat de Na; K, tartrat de Na - mg; mediu de incubare - ml Verde de metilen - , % Spălați verdele de metilen de impurități cu cloroform Pentru a face acest lucru, adăugați cloroform într-un pahar cu vopsea uscată, apoi amestecați și lăsați timp de câteva minute Filtrați, adăugați cloroform la vopseaua uscată rămasă pe filtru etc Se spală până când soluția devine incoloră verde de metilen - ml; distila apă - ml Păstrați vopseaua la frigider Progresul de reacție Fixare - vapori de formol min Înmuiați frotiul în eter pentru câteva secunde (degresare) Incubare ° - °C , ore Mediul de incubație este pregătit înainte de lucru, Soluția "A" naftol AS - B (sau ASTP, AS - MX - fosfat) Se dizolvă picături de dimetilformamidă în mg de naftil fosfat, se amestecă cu ml de soluție , M de tampon acetat pH - , Soluția "B" NaNO - picături; pararosanilină - picături Agitați timp de de secunde la galben-portocaliu STUDII CITOLOGICE Aruncați soluțiile și filtrați Se incubează , - ore la t° - °C într-un termostat Clătiți cu apă curentă Clătiți cu diete, apă Terminați sâmburii cu verde de metilen - câteva secunde Clătiți cu apă curentă Uscat STUDIUL CROMATINEI SEXUALE Razuirea de pe membrana mucoasă a benzilor bucale și se obține de pe suprafața interioară a obrazului Mai întâi, dimineața, pe stomacul gol, stratul de suprafață al epiteliului, nepotrivit cercetării, este îndepărtat cu o spatulă, apoi se obțin celule din stratul mijlociu al membranei mucoase cu cealaltă margine a spatulei și materialul se unge ușor pe sticlă tehnica de colorare Frotiul se fixează într-un amestec de alcool și eter ( : ) timp de de ore Treceți prin alcooli de % și % timp de minut Clătiți cu apă distilată Transferat la n acid clorhidric Se spală în apă distilată - schimburi de s Se colorează - s, se spală în apă curentă, se usucă Pentru prepararea colorantului, , g de acetat de sodiu, , g de veronal, ml de apă distilată, ml de n soluție de acid clorhidric ml alcool %, g albastru de toluidină Soluția rezultată este filtrată (colorant pH , ) COLAȚAREA MICROORGANISMELOR ÎN FRUTURI Colorarea cu albastru de metilen conform Loeffler Se amestecă ml dintr-o soluție alcoolică saturată de albastru de metilen cu ml dintr-o soluție de hidroxid de potasiu , % În acest colorant, frotiurile se colorează timp de - minute, se clătesc cu apă curentă, se diferențiază Zev cu o soluție de acid acetic , % și se clătesc cu apă curentă Se trece prin alcooli, se curăță în xilen și se pune într-un balsam Preparatele pot fi studiate prin imersie în ulei fără a fi puse într-un balsam, dar în acest caz se păstrează pentru scurt timp Ca rezultat, bacteriile devin albastre profund Colorat cu gențiană sau violet de metil Se amestecă ml dintr-o soluție alcoolică saturată de violet de gențiană cu ml dintr-o soluție de fenol , % (amestecul se păstrează timp îndelungat) Frotiurile se colorează timp de - minute, se spală în apă curentă, se usucă și se examinează prin imersie în ulei Rezultat: Bacteriile devin violet intens Colorat cu magenta de bază conform Pfeiffer g fuchsin bazic se dizolvă în - ml alcool etilic și se amestecă cu W ml soluție de fenol % Apoi se adaugă picături din soluția rezultată la ml apă distilată și frotiurile se colorează cu acest amestec în Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE timp de - de minute După aceea, clătiți cu apă, diferențiați cu o soluție de acid clorhidric , % în alcool absolut, clătiți cu alcool absolut și puneți într-un balsam Rezultat: Bacteriile devin roșii purpurie Colorație Romanovsky-Giemsa Înainte de colorare cu un frotiu, colorantul lichid finit este diluat cu o rată de - picături de colorant la ml de apă distilată Frotiurile sunt colorate timp de - minute la °C într-o cameră umedă (cuvă Petri închisă cu un filtru umezit în partea de jos) După colorare, frotiurile sunt spălate în apă curentă, uscate la aer și examinate prin imersie în ulei Lichidul colorant al Romanovsky-Giemsa sub formă de pulbere (colorant comercial) este dizolvat într-un amestec de volume egale de alcool metilic și glicerină ( mg de colorant la ml de solvent) Colorantul se dizolvă slab, așa că este mai bine să-l măcinați cu un solvent în cantitate de mg la mg, apoi adăugați colorantul în timp ce amestecați până când se obține concentrația dorită I Prepararea vopselei durează adesea câteva zile Este important să folosiți ca solvenți alcool metilic și glicerină pur chimic, deoarece impuritățile degradează proprietățile colorantului În loc de alcool metilic, se poate folosi alcool etilic % Amestecul de colorant preparat este depozitat într-un loc uscat și răcoros într-un vas bine închis tehnica de colorare Frotiurile fixate în alcool metilic se colorează cu o soluție ( ml vopsea venoasă gata preparată + ml soluție tampon bazică + ml apă distilată) timp de - de minute (durata de colorare este selectată empiric) Ei folosesc un tampon fosfat, dar pH-ul tamponului depinde de tipul de frotiu: pentru un frotiu de măduvă osoasă - , - , , pentru un frotiu de sânge - , - , , pentru izolarea protozoarelor - , , plasmodium malaric - , - , Clătiți în apă distilată, uscați și examinați prin imersare Colorarea unei picături groase O picătură groasă nefixată se usucă oră în aer și se colorează - minute cu un amestec de ml soluție de 'Imsa, ml acetonă, ml soluție tampon (pi I ) și ml apă distilată; Se spală cu grijă în apă distilată, se usucă și se examinează prin imersare Pentru a economisi preparatele, puteți închide o picătură groasă cu un pahar de acoperire, care se pune pe o soluție apoasă de alcool polivinilic sau o soluție de gelatină O picătură groasă (de exemplu, pentru a detecta malaria Plasmodium) nu este fixată Colorantul Giemsa, diluat așa cum este descris mai sus, se toarnă pe picătura uscată și se colorează timp de - de minute Clătiți cu atenție în apă (de preferință într-un pahar), uscați frotiul colorat în poziție verticală și examinați în timpul imersiei Ca urmare, bacteriile sunt colorate în roșu-violet, citoplasma celulelor - în albastru, nucleii - în roșu STUDII CITOLOGICE Colorare cu tinctura Nicoli carbolica Se amestecă parte dintr-o soluție alcoolică saturată de tionină cu părți dintr-o soluție apoasă % de fenol, frotiurile se colorează timp de - minute, se clătesc cu apă curentă, se diferențiază timp de s în alcool %, se clătesc din nou cu apă și uscat Medicamentul este studiat prin imersie în ulei Rezultatul este că bacteriile se colorează cu albastru închis Colorat cu portocală de acridină conform Dart-Turner Frotiurile se fixează într-un amestec de părți egale de dietil eter și % alcool etilic timp de oră Treceți prin alcooli cu concentrație descendentă ( %, %, %) și apă distilată, scufundând frotiul de ori în fiecare porție Scufundați de ori în acid acetic % Transferați în apă distilată timp de minute Se pune în tampon acetat (pH , ) timp de minute Se transferă într-o soluție tamponată de portocaliu de acridină , % timp de minute Se diferențiază minute în tampon acetat (pH , ) Ștergeți capetele lamelor, apoi îndepărtați cu grijă excesul de soluție tampon cu hârtie de filtru Închideți sub o lamelă într-o soluție tampon și lăsați timp de minute Preparatul se examinează imediat cu un microscop fluorescent sau, dacă frotiul este lăsat mult timp, se păstrează la întuneric și se ceruează marginile lamei Fluorescența persistă timp de luni Rezultat, bacteriile, drojdiile, ciupercile din genul Candida sunt colorate în roșu, paraziții sunt roșii, cu nuclee galbene; leucocitele sunt de culoare verde strălucitor Colorație Gram pentru frotiuri Frotiurile de sânge, lichidul cefalorahidian, exsudatele sunt fixate peste flacăra arzătorului (se efectuează rapid de ori peste flacără cu un frotiu în jos) cel uscat Pe lângă fixarea cu foc, pentru frotiuri, se aplică fixarea în alcool metilic ( min) sau în vapori de formol (într-un vas Collin) timp de minute Frotiurile sunt colorate cu cristal violet timp de - minute (uneori lama de sticlă este încălzită timp de - secunde la foc sau colorantul este încălzit la - ° C) Se scurge colorantul, se spală paharul cu apă, se toarnă frotiu timp de minut cu soluție de Lugol sau altă soluție de iodură, de exemplu, conform Gram ( g iodură de potasiu se dizolvă în - ml de distilat) apă, se adaugă g de iod cristalin, se completează până la Obml, a- conform Weigert la ml apă distilată), soluția se scurge, frotiul se spală cu apă Diferențierea* în etanol % de - ori până atunci până când vopseaua nu se mai desprinde și frotiul este decolorat Dacă se folosește acetonă în loc de alcool, atunci spălarea continuă timp de de secunde Poate fi diferențiat cu un amestec de alcool și acetonă ( : ) s Clătiți lamelele în apă curentă sau distilată timp de - minute Terminat cu soluții de fuchsin, safranină (soluție apoasă , - , %) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE sau soluție , % în alcool %) maro bazic sau pironină J sau B timp de - minute Clătiți cu apă curentă timp de secunde și uscați Ca urmare, microbii gram-pozitivi sunt colorați în albastru-negru, gram-negativi - roșu sau maro, în funcție de colorant; nucleii celulelor sunt roșu aprins, citoplasma este roz Soluții de colorare Soluție de violet cristal Ehrlich: Se dizolvă , g cristal violet în ml alcool % și se adaugă ml apă anilină proaspăt preparată, obținută prin amestecarea a ml anilină cu ml apă Acest amestec de colorant poate fi păstrat timp de săptămâni Violetul de metil poate fi folosit în locul violetului de cristal Amestecuri de colorare pentru bacterii Gram-pozitive: ) g cristal violet + ml alcool: ) g violet de gențiană + ml alcool; ) Yu g violet de metil + ml alcool; ) ml soluție alcoolică saturată de cristal violet + ml apă distilată; ) , ml soluție saturată de alcool violet cristal + ml soluție % de acid acetic; ) - g albastru de metilen + ml alcool; ) ml soluție saturată de albastru de metilen în alcool + g hidroxid de potasiu + ml apă distilată Amestecuri de colorare pentru bacterii gram-negative: ) - g fucsin bazic + ml alcool %; ) ml soluție alcoolică saturată de fuchsin bazic + ml apă distilată; ) g fuchsin bazic + g fenol + , ml glicerol + ml alcool % + ml apă distilată; ) Soluție apoasă , - , % de safranină sau soluție , o de safranină în alcool % METODA DE STUDIU MICROSCOPIC A MATERIALULUI Analiza citologică include: prelucrarea materialului trimis, pregătirea preparatului, colorarea, microscopie, interpretarea tabloului citologic, o concluzie în care se dă evaluarea materialului obţinut, se determină natura procesului (benign sau malign) , dacă este posibil, se stabilește o unitate nosologică conform clasificărilor morfologice acceptate Evaluarea tabloului citologic, precum și în examinarea histologică, se realizează cu implicarea obligatorie a datelor clinice și a altor metode de cercetare (anamneză, manifestări clinice, rezultate ale radiografiei, endoscopice și alte metode de cercetare) Sarcina principală a acestei metode în studiul diferitelor organe este de a stabili natura procesului patologic, precum și dovezile existenței cancerului în caz de suspiciune clinică de patologie STUDII CITOLOGICE cui caracter Mai mult, sarcina specialistului este de a atinge un nivel de cunoștințe în care să fie posibilă diagnosticarea tipului de tumoră cu un grad ridicat de acuratețe Un rezultat citologic negativ nu exclude prezența cancerului Un rol semnificativ pentru concluzia corectă îl joacă viteza de obținere, buna fixare și culoarea materialului studiat Când se descriu rezultatele unui studiu citologic al preparatelor, este necesar să se utilizeze mai degrabă termeni de diagnostic decât cantitativi Dacă este posibil, trebuie specificat tipul de tumoră Uneori, datele unui studiu citologic pot indica doar prezența unui neoplasm malign și nu pot determina tipul de celule tumorale Cu toate acestea, chiar și o astfel de concluzie este valoroasă pentru gestionarea corectă a pacientului Deoarece tratamentele pentru cancer pot fi foarte agresive, monitorizarea este necesară în absența dovezilor convingătoare ale unei tumori pentru a preveni supradiagnosticul Unele cazuri complexe controversate necesită confirmarea histologică a diagnosticului Trebuie studiate și preparatele eșuate, dar o concluzie negativă nu trebuie să infirme categoric prezența unei tumori Un studiu citologic al preparatelor ar trebui să constea într-o descriere detaliată a tabloului morfologic și o concluzie, dacă este posibil, care indică natura procesului (benign sau malign), în prezența unei tumori, determinând afilierea țesutului, forma histologică și gradul de diferențiere a tumorii Descrierea imaginii citologice ar trebui să fie efectuată conform unei scheme și să includă: examinarea la mărire mică (vizualizare) și în timpul imersiei O atenție deosebită trebuie acordată următoarelor: Fundalul medicamentului, prezența și natura substanței intermediare Numărul și localizarea celulelor, formarea de complexe sau structuri, păstrarea limitelor celulare Dimensiunile și formele celulelor Miez ■ formă și dimensiune, locație și colorare Raportul nuclear-citoplasmatic Natura structurii cromatinei Nucleoli - numărul, forma, mărimea, claritatea limitelor Citoplasma - volum, culoare, limite clare, secretie, incluziuni, vacuolizare Prezența celulelor multinucleate, figuri de fisiune (mitoze atipice) Fundalul medicamentului este adesea de mare valoare diagnostică Fundalul medicamentului poate fi elemente de sânge periferic sau inflamație care însoțește procesul tumoral, detritus celular, substanță interstițială Fundalul medicamentului sub formă de substanță interstițială poate avea valoare diagnostică în determinarea țesutului aparținând tumorii (tumori care formează cartilaj) sau forma histologică (adenocarcinoame formatoare de mucus) Numărul de celule dintr-un frotiu este determinat de puterea legăturii intercelulare abundență de stromă O compoziție celulară bogată apare în tumorile slab diferențiate, hematosarcoame etc Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE limfosarcom, tumora Ewing etc ) Celulele tumorale unice se găsesc în sarcomul osteogen osteoplazic (sclerotic), cancerele fibrozante etc ) Localizarea celulelor, formarea de complexe sau structuri este una dintre caracteristicile importante de diagnosticare Astfel, cancerul se caracterizează prin formarea unei game largi de complexe, împreună cu celule împrăștiate Prezența structurilor tipice glandulare, tubulare, papilare ne permite să vorbim de adenocarcinom În tumorile de natură mezenchială, elementele celulare sunt predominant împrăștiate, deși pot exista straturi și clustere sincițiale fără formarea anumitor structuri, fire de celule În sarcoame, celulele sunt uneori aranjate în mănunchiuri Structurile asemănătoare rozetei pot fi determinate într-o mare varietate de neoplasme (tumora Ewing, adenocarcinom, chemodectom, sarcom sinovial etc ) Miez - formă - rotund, oval, poligonal (neregulat), alungit (în formă de fus), în formă de fasole, sub formă de garou răsucit, clavat și altele Dimensiuni - mici (aproximativ de dimensiunea unui limfocit), de dimensiuni medii, mari, gigantice Locație - în centru, excentric, ocupă aproape întreaga celulă, nucleu gol, celulă goală (citoplasma aproape nu este determinată) Este necesar să se acorde atenție complexelor de nuclee, stratificarea nucleelor Colorarea - hipocromie, hipercromie Deplasarea' raportului nuclear-citoplasmatic în favoarea nucleului, în favoarea citoplasmei Structura cromatinei este uniformă, regulată, cromatina este fin dispersată, cu granulație fină, cu granulație grosieră, aglomerată (sub formă de aglomerări grosiere), condensarea cromatinei de-a lungul marginii membranei nucleare, distribuită neuniform, uniform, descărcată Structura membranei nucleare este păstrată, contururi clare, conturate indistinct, există goluri, netrasabile peste tot Nucleoli - vizibili, definiti, nu vizibili, numar, forma - rotunjiti, neregulati, variati ca forma si marime, limite clare Citoplasmă - abundentă, moderată, rară, colorată (albastru, gri-albastru, roz, roz-violet etc ), colorată uniform, neuniform, vitroasă, incluziuni (granule, granularitate prăfuită, citoplasmă spumoasă etc ) semne de secreție, margini de claritate (clare, neuniforme, se îmbină cu fundalul), vacuolizare O caracteristică esențială este natura citoplasmei, prezența incluziunilor în ea Keratoza citoplasmei unui număr semnificativ de celule sugerează căratinizarea carcinomului cu celule scuamoase, prezența granulelor de melanină - despre melanom Celule multinucleate, fragmente și nuclee în devenire Mitoze, mitoze atipice STUDII CITOLOGICE Dacă există suficient material, celulele sunt intacte, preparatul este bine pregătit și colorat, atunci adesea fără o descriere a preparatului, se dă o concluzie despre forma histologică a tumorii, indicând gradul de diferențiere (adenocarcinom slab diferențiat, carcinom cu celule scuamoase keratinizante, sarcom osteogen) În cazurile în care materialul și harta citologică nu sunt suficient de convingătoare pentru a stabili un diagnostic specific, se oferă o descriere a medicamentului, elemente celulare individuale și, dacă este posibil, evaluarea acestora Numeroase și foarte detaliate studii au stabilit că o celulă neoplasm malign nu are caracteristici morfologice și citochimice strict specifice Cu toate acestea, pe baza unui set de criterii citologice pentru malignitate, este posibil să se stabilească cu un grad suficient de certitudine dacă o celulă aparține unui neoplasm malign PROCESE PATOLOGICE GENERALE ÎN CITOLOGIE Inflamația constă în faze strâns legate și de dezvoltare secvenţială: Alterare - afectarea țesuturilor, declanșarea inflamației; Exudația - exudarea componentelor plasmatice sanguine, migrarea celulelor sanguine, fagocitoza, formarea exudatului și proliferează celulele inflamatorii Această fază joacă un rol important în desfășurarea întregului complex de modificări tisulare: Proliferarea - reproducerea celulelor În această perioadă se formează compoziția celulară a infiltratului inflamator Principalele elemente celulare ale inflamației sunt: Fibroblastele sunt cele mai comune celule ale țesutului conjunctiv Forma celulelor este proces limitele sunt clare Citoplasma este uneori colorată neuniform și conține vacuole Nucleii sunt colorați pal, cromatina este pulverizată În diferențierea ulterioară, celulele se transformă în fibrocite, care se caracterizează printr-un nucleu mai hipercromic cu cromatina densă, de dimensiuni mici, rotunjite; citoplasma este ușoară, sub formă de procese Histiocite mici - celulele au de obicei o formă rotunjită, cu toate acestea, pot apărea elemente celulare cu contururi neregulate Nucleul este rotund sau oval, adesea situat excentric, ușor colorat De obicei, printre grupurile de histiocite mici, există una sau mai multe celule cu nuclee tipice în formă de fasole sau în formă de rinichi, care sunt caracteristice acestui tip de celule Citoplasma este ușoară, uneori ușor vacuolată și poate conține particule fageate Histiocite multinucleate gigantice - celulele corpurilor străine sunt de - ori mai mari decât histiocitele mici obișnuite Nucleii sunt rotunjiți cu o rețea delicată de cromatină, distribuită uniform în citoplasmă, dar uneori pot fi concentrați în partea centrală a celulelor O celulă poate conține până la de nuclee, dar mai des există - de nuclee Citoplasma este abundentă și eozinofilă Marginile celulelor sunt clare Celulele gigant Langhans sunt diferite de celulele gigant Volumul P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ale celulelor corpurilor străine, în principal prin localizarea adeseori a mai multor nuclei alungiți și suprapusi de-a lungul periferiei celulei Celulele epitelioide sunt fagocite mononucleare și sunt situate în jurul focarelor de necroză în granuloamele tuberculoase sau alte granuloame specifice În structură, au unele asemănări cu celulele epiteliale Celulele epitelioide sunt de obicei alungite Aceste celule sunt în multe feluri similare cu histiocitele normale și se găsesc în complexe împreună cu alte tipuri de elemente histiocitare Adesea există forme de tranziție între celulele alungite și rotunjite Celulele epitelioide au citoplasmă eozinofilă slab definită, ușor vacuolată Nucleii sunt alungiți și adesea răsuciți Ele pot fi fusiforme, uneori modificate în formă de rinichi sau în formă de fasole, se găsesc adesea nuclee în formă de pară Mastocitele (labrocitele) - majoritatea au o formă rotunjită, margini zimțate, nucleele sunt bogate în cromatină, citoplasma conține o granularitate bazofilă specifică Celulele plasmatice sunt rotunde-ovale Nucleul situat excentric este hipercromic, cromatina este localizată radial (nucleul arată ca o "roată cu spițe") Citoplasma este puternic bazofilă, cu o zonă de iluminare în apropierea nucleului Formele mai tinere sunt mai mari, cromatina nucleului este uniform, reticulat - nucleoli, citoplasma este puternic bazofilă cu o margine îngustă înconjoară miezul Celulele adventice - au de obicei o formă alungită, un nucleu ușor oval Aceste celule sunt adiacente pereților capilarelor sanguine și sunt capabile să se transforme în alte forme celulare, de aceea sunt numite slab diferențiate sau cambiale Fibroblastele, macrofagele și celulele sanguine se pot dezvolta din celulele cambiale În procesul de formare a unui infiltrat celular de inflamație, celulele mezenchimale cambiale se diferențiază în fibroblaste, limfocitele B dau naștere la celule din seria plasmatică, monocitele dau naștere histiocitelor și macrofagelor Macrofagele pot fi o sursă de celule epitelioide, din care sunt construite celule gigantice multinucleate, celule de corpuri străine (Pirogov-Laghans) Inflamație acută - predomină leucocite neutrofile, eozinofile macrofage Inflamație cronică - dominată de elemente limfoide și celule din seria plasmatică Inflamație productivă - inflamație proliferativă - se formează infiltrate focale și difuze, care pot fi polimorfocelulare sau rotunde (limfocito-monocitare), macrofage, epitelioide, gigant, plasma etc Inflamația productivă apare în orice organ, orice țesut și principalele sale tipuri Inflamația interstițială (interstitială) se caracterizează prin formarea unui infiltrat celular în stroma organului Infiltratul este reprezentat de celule mezenchimale tinere (cambiale), histiocite, mono- STUDII CITOLOGICE cite, limfocite, celule spasmodice, labrocite (mastocite), leucocite simple neutrofile și eozinofile Fagocitele monocitare devin macrofage; celulele mezenchimale tinere se transformă în fibroblaste, iar acestea din urmă în fibrocite În unele forme de inflamație interstițială productivă, mai ales dacă devine cronică, celulele plasmatice se acumulează Inflamația granulomatoasă - caracterizată prin formarea de granuloame (noduli) rezultate din proliferarea și transformarea celulelor capabile de fagocitoză Formarea granulomului are loc în trei etape: a) acumularea de fagocite monocitare tinere în locul afectarii tisulare; b) maturarea acestor celule în macrofage și agregarea lor cu formarea*! granulom matur; c) maturarea în continuare a fagocitelor și macrofagelor monocitare în celule epitelioide și agregarea lor cu formarea unui granulom epitelioid În acest caz, celulele epitelioide (sau macrofagele) se îmbină, ceea ce duce la formarea de celule gigantice de corpuri străine, care, în anumite condiții, se pot transforma în celule gigantice Pirogov-Langhans Granuloamele apar în boli infecțioase și neinfecțioase acute și unele cronice Sunt foarte caracteristice bolilor infecțioase, care se bazează pe inflamații specifice (tuberculoză etc ) Un exemplu de inflamație granulomatoasă poate fi și granuloamele din sarcoidoză, care sunt o expresie a auto-alegoriei tisulare, de exemplu legate de procesele imunopatologice Granuloamele sarcoide, care se formează în ganglionii limfatici și, mai rar, în organele interne, se caracterizează prin prezența celulelor epitelioide care îl formează și rănesc și celule gigantice multinucleate cu un mic amestec de limfocite Granuloamele sarcoide diferă de tuberculii tuberculoși în absența necrozei Inflamația productivă cu formarea de polipi și veruci genitale se observă pe membranele mucoase și în epiteliul scuamos adiacent Creșterea epiteliului glandular și a stromei membranei mucoase duce la formarea multor papile mici sau formațiuni mai mari numite polipi Asemenea creșteri de polipoză sunt observate cu inflamația prelungită a membranei mucoase a nasului, stomacului, rectului, uterului, vaginului, etc În zonele de epiteliu scuamos, care este situat în apropierea prismaticului, de exemplu, în anus, organele genitale, cu inflamație cronică, se formează formațiuni papilare, acoperite cu epiteliu scuamos - veruci genitale Principalele componente celulare ale reacțiilor celulare în procesele imunopatologice, a căror dezvoltare este asociată cu funcționarea afectată a țesutului imunocompetent, sunt limfocitele și macrofagele Trebuie avut în vedere însă că reacțiile imune sunt prezente în timpul inflamației, hiperplaziei țesutului limfoid, proceselor tumorale însoțitoare În tabloul citologic, acest lucru se reflectă în prezența formelor tinere ale seriei limfoide și iasmatice Volumul II - TEHNOLOGII DE ANALIZĂ PRIVATĂ REGENERARE Regenerare - refacerea elementelor structurale ale țesutului în schimbul morților, auto-reproducerea materiei vii, refacerea atât a structurii, cât și a funcției Restaurarea structurii și funcției poate fi efectuată cu ajutorul proceselor hiperplazice celulare și intracelulare Pe această bază, se disting formele celulare și intracelulare de regenerare Forma celulară de regenerare se caracterizează prin reproducerea celulară pe căi mitotice și amitotice Pentru forma intracelulară de regenerare - o creștere a numărului (hiperplaziei) și mărimii (hipertrofiei) ultrastructurilor (nucleu, mitocondrii, ribozomi etc ) Predominanța uneia sau alteia forme de regenerare în anumite organe și țesuturi este determinată de scopul lor funcțional, specializarea structurală și funcțională Toate țesuturile și organele au capacitatea de a se regenera, doar că aceste forme sunt diferite în funcție de specializarea structurală și funcțională a țesutului sau organului Deci, regenerarea predominant celulară este caracteristică osului, epidermei, mucoaselor tractului gastrointestinal, tractului respirator și urinar, țesutului conjunctiv lax, endoteliului, mezoteliului, sistemului hematopoietic, țesutului limfoid În același timp, imaginea citologică poate diferi într-un număr semnificativ de forme tinere, care nu ar trebui privite ca un semn al proliferării colice Regenerarea celulară și intracelulară este caracteristică ficatului, rinichilor, pancreasului, glandelor endocrine, plămânilor și mușchilor netezi În acest caz, poate exista o oarecare mărire a celulelor, nucleelor, apariția unor polimorfism celular și nuclear, care ar trebui să primească și o evaluare adecvată Regenerarea intracelulară este caracteristică miocardului, mușchilor scheletici, care se manifestă prin mărirea celulelor și nucleelor individuale Morfogeneza procesului de regenerare constă în două faze: proliferare și diferențiere În faza de proliferare se înmulțesc celulele tinere, nediferențiate Aceste celule se numesc celule cambiale, stem și progenitoare Fiecare țesut este caracterizat de propriile celule cambiale, care diferă prin gradul de activitate proliferativă și specializare, cu toate acestea, o celulă stem poate fi strămoșul mai multor tipuri de celule (țesut hematopoietic, țesut conjunctiv) În faza de diferențiere, celulele tinere se maturizează și are loc specializarea lor structurală și funcțională Aceeași modificare a hiperplaziei ultrastructurilor prin diferențierea lor ("maturarea") stă la baza regenerării intracelulare SEMNELE DE MALIGNE / Celulă: a) dimensiunea celulelor depășește dimensiunea celulelor țesutului goy, care a fost sursa creșterii tumorii: celulele pot fi gigantice Din STUDII CITOLOGICE modificarea dimensiunii nu este un indicator absolut - este posibil ca dimensiunea celulelor să nu fie modificată b) o modificare a formei celulelor - nu corespunde complet sau puțin cu forma caracteristică celulelor țesutului normal Forma poate fi cea mai bizară Poate fi determinat un polimorfism celular distinct, adică celule de diferite dimensiuni și forme c) raportul nuclear-citoplasmatic i se modifică de regulă, în favoarea miezului (prin mărirea acestuia din urmă) d) apariţia celulelor multinucleate, cu polimorfism nuclear distinct e) localizarea atipică a nucleului f) disocierea în maturarea nucleului și a citoplasmei (un nucleu tânăr într-o celulă matură, un nucleu matur într-o citoplasmă imatură) // Miez: a) o creștere a dimensiunii nucleului b) modificarea formei nucleului, uneori nucleele capătă cea mai bizară formă, polimorfismul nuclear c) conturul nucleului este neregulat, neuniform sinuos, uneori cu crestături adânci, adesea conturate grosier d) membrana nucleară este îngroșată neuniform, se rupe /// Structura cromatinei: a) denivelare, grosolănie, descarcat b) în tumorile nediferenţiate şi slab diferenţiate poate fi fin dispersat, uniform distribuit c) colorare, cel mai adesea - hipercromie /Și nuclee: a) sunt cel mai adesea identificate b) dimensiunile sunt marite c) formă neregulată, adesea polimorfism d) numărul este crescut Severitatea acestor semne poate fi diferită, în tumorile anaplazice este extrem de mare În același timp, în neoplasmele foarte maligne slab diferențiate, semnele de atipie (polimorfism în structura nucleului și citoplasmei, perturbarea regularității structurii cromatinei etc ) pot fi minime Unii termeni folosiți în mod obișnuit în descrierea și evaluarea tabloului citologic Hipertrofia este o creștere a volumului unui organ, țesut, celule, structuri intracelulare Hiperplazia - o creștere a numărului de elemente structurale ale țesuturilor și celulelor Ambele procese sunt legate între ele: în timpul hipertrofiei, volumul celular poate crește din cauza hiperplaziei (creșterea numărului) de ultime intracelulare Volumul I - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE restructurare În același timp, în hiperplazie pot apărea celule multinucleate hipertrofiate Proliferarea - reproducerea celulelor Diferențiere - "maturare", specializare structurală și funcțională În mod normal, aceste procese au loc simultan Metaplazia - tranziția unui tip de țesut la altul, înrudit, tip Metaplazia apare în legătură cu proliferarea anterioară a celulelor nediferențiate și începe cu reproducerea celulelor cambiale, diferențierea în direcția epiteliului prismatic NS și a epiteliului scuamos stratificat Există metaplazie în tractul respirator, canalele excretoare ale glandelor salivare, în pancreas Se poate observa metaplazia scuamoasă a epiteliului cervical În epiteliul tranzițional se pot observa metaplazie scuamoasă și glandulare Lnsh / shya - diferență față de celulele normale de structură, funcție, diferențiere Anaplazia, catanlazia - dobândirea de către celule a unor noi proprietăți ale caracteristicilor structurale care nu sunt inerente celulelor normale Anaplazia morfologică este o modificare a structurilor intracelulare, precum și a formei și dimensiunii celulelor Cu anaplazie, celulele se dediferențiază și capătă proprietăți embrionare Distrofia este unul dintre tipurile de daune Necroza este încetarea ireversibilă a activității celulare Necrobioza - modificari care preced necroza si sunt reprezentate de procese distrofice ireversibile Necroza celulară este caracterizată prin modificări ale nucleului și citoplasmei; în timpul necrozei, nucleii suferă picnoză, liză și rexis Cariopicnoza se manifestă prin încrețire, compactare a nucleelor, condensare a cromatinei și hipercromie; se determină invaginarea membranei nucleare, rupturile și detașarea acesteia, omogenizarea carioplasmei, agregarea cromatinei, formarea de bulgări, ieșirea lor dincolo de nucleu Cariorexie - la început, se formează aglomerări de cromatină de diferite dimensiuni, care sunt adesea localizate de-a lungul periferiei nucleului și apoi fragmentarea și dezintegrarea acestuia în aglomerări Carioliza - dizolvarea, dispariția cromatinei, hipocromie, edem, îngroșarea învelișului nuclear, edem și clarificarea nucleoplasmei, redistribuirea cromatinei și eliberarea acesteia în citoplasmă Unul dintre semnele modificărilor distrofice profunde este vacuolizarea nucleului Modificările distrofice ale citoplasmei se manifestă prin colorare slabă dispariţia citoplasmei şi apariţia aşa-zişilor nuclei goi Displazie Acest germin ar trebui utilizat pentru a desemna numai încălcări ale diferențierii epiteliului (sau țesutului non-epitelial) de natură precanceroasă ca urmare a proliferării elementelor cambiale (celule progenitoare nediferențiate, celule stem) cu dezvoltarea atipiei în ele, pierderea polarității și încălcarea histostructurii, fără invadarea bazalei STUDII CITOLOGICE membrana noah si cu posibilitatea de dezvoltare inversa Pentru epiteliul scuamos stratificat, aceasta este hiperplazia bazocelulară a fenomenului de hiper și parakeratoză, o creștere a activității mitotice cu apariția mitozelor atipice Pentru epiteliul glandular, acesta este polimorfismul și hipercromia nucleelor, o creștere a raportului nuclear-citoplasmatic, o modificare a activității funcționale a elementelor celulare (keratinizare patologică, formare de mucus, modificări ale secreției hormonale) În conformitate cu gradul de proliferare a epiteliului și severitatea atipiei, sunt: slabe; displazie moderată și severă În același timp, polimorfismul și hipercromia nucleelor cresc de la grad la grad, raportul nuclear/citoplasmatic, numărul de mitoze și, în consecință, producția celulară crește, iar durata de viață a acestora scade, ceea ce duce la o reînnoire rapidă a populației celulare Gradul de displazie este determinat de adâncimea lui Noe și a șerpilor Ral: "/ și intraepitelial preinvaziv - înlocuirea completă a stratului epitelial cu elemente anaplazice Singura diferență semnificativă între cancerul preinvaziv și cancerul invaziv este păstrarea vizibilă a membranei bazale Proliferele displazice se disting printr-o compoziție celulară mult mai variată decât tumorile canceroase în fazele inițiale de creștere Astfel, în focarele cancerului microinvaziv, diferențierea celulară este mult mai mare, iar numărul de migoze, inclusiv cele patologice, este mai mic decât în cancerul preinvaziv Tipuri de concluzii citologice I Tabloul inflamației - elemente de inflamație (leucocite neutrofile și eozinofile, elemente limfoide, histiocite, celule fibroblastice, plasmocite) Proliferarea elementelor celulare Concluzie diagnostică despre un proces benign sau tumoră (tabloul citologic al sarcoidozei, citograma corespunde condromului etc ) Celulele cu semne de atipie sunt de regulă, elemente de înaltă calitate; semnele de atipie se pot datora creșterii rapide, inflamației (în astfel de cazuri, este necesar să se repete studiul, să se trateze inflamația sau un proces benign cu examinare după tratament) Suspiciunea de apartenență la elementele unui neoplasm calitativ - acestea sunt celule cu semne pronunțate de atipie, celule cu modificări distrofice pronunțate - în astfel de cazuri, este necesar să se reexamineze și să se observe Cel mai adesea, cu această concluzie, există motive serioase pentru a suspecta un proces malign Concluzie diagnostic despre o tumoră malignă (cancer cu celule scuamoase keratinizante, limfogranulomatoză, sarcom osteogen etc ) Răspuns descriptiv - poate fi dat cu o cantitate mică de material, sau este reprezentat în principal de elemente de inflamație sau periferice Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE sânge, elemente celulare individuale cu modificări distrofice pronunțate care împiedică diferențierea celulară Descrierea poate indica ceea ce a cauzat absența unei concluzii diagnostice (o cantitate mică de material, dificultatea de a interpreta elementele celulare detectate și întreaga imagine citologică) Negativ luat' - celule neoplasm maligne nu au fost detectate În astfel de cazuri, puteți specifica ce elemente se găsesc (sânge periferic, elemente de inflamație etc ) STUDII CITOLOGICE ÎN BOLI ALE DIVERSE ORGANE ȘI SISTEME tractul genital feminin Studiile citologice în ginecologie ocupă un loc aparte Aici a fost dezvoltat un întreg sistem de analiză citologică, care face posibilă stabilirea unui număr de indicatori foarte valoroși: starea hormonală, gradul de puritate și natura florei, prezența infecției cu Trichomonas, gardnerella, chlamydia și, ceea ce este foarte important, posibilitatea diagnosticării leziunilor pretumorale și tumorale Următoarele informații trebuie incluse în cererea de cercetare: Prenume, nume, patronimic, vârstă Vârsta de debut a menstruației, numărul de avorturi și de naștere Plângeri ale pacientului Natura ciclului menstrual și data ultimului Contraceptive folosite, tratament hormonal Data studiului Evaluarea corectă a datelor citologice în aceste cazuri depinde de tehnica corectă de pregătire a frotiurilor vaginale, în evaluarea căreia este necesar să se respecte anumite denumiri structurale și clasificări în conformitate cu datele moderne Citologia elementelor celulare în frotiurile din colul uterin Membrana mucoasă a părții vaginale a uterului este căptușită cu epiteliu scuamos stratificat, format din straturi bazale, intermediare parabazale și funcționale (de suprafață) Membrana mucoasă a canalului cervical este acoperită cu un epiteliu prismatic înalt cu un aranjament bazal de nuclei, citoplasma celulelor conține mucus Elementele celulare de rezervă (cambiale) se găsesc adesea sub epiteliul prismatic Două tipuri de epiteliu: stratificat, plat și prismatic au o articulație în zona orificiului uterin extern Epiteliul scuamos stratificat al părții vaginale se modifică în funcție de fazele nichelului ovario-menstrual: în perioada climacterică din menopauză se observă atrofia acestuia Aceste modificări ale epiteliului, în funcție de fazele ciclului ovario-menstrual, se reflectă și în citograme În frotiuri, celulele stratului funcțional au o formă poligonală, mai rar rotunjită sau ovală, cu limite clare Diametrul lor este de la la de microni Nucleii sunt mici, picnotici, intens colorati, de pana la in diametru STUDII CITOLOGICE µm Structura cromatinei nu este determinată Raportul nuclear-citoplasmatic este de : Citoplasma este largă, ușoară, conține granule de glicogen Celulele stratului funcțional din frotiuri sunt aranjate sub formă de straturi și câmpuri Prezența lor în număr mare în frotiuri este o reflectare a activității estrogenice Celulele stratului intermediar al epiteliului scuamos stratificat sunt mai mici decât celulele stratului funcțional Diametrul lor este de - de microni Nucleii sunt veziculari, rotunzi sau ovali, cu cromatina bine definită, în buclă fină Citoplasma este bazofilă și conține glicogen Apariția unui număr semnificativ de celule intermediare în frotiuri se remarcă la începutul foliculului și noi și în fazele luteale, în perioada postpartum, menopauza, fiind o reflectare a deficitului de hormon estrogen Celulele parabazale din frotiuri au o formă rotunjită, ovală, uneori poligonală, cu limite clare Dimensiunile lor sunt diferite și variază între - microni Nucleii, ca și în celulele stratului intermediar, cu cromatina delicată în buclă fină sau cu granulație fină, uneori nucleolul este vizibil Citoplasma este puternic bazofilă, glicogenul nu este întotdeauna detectat Celulele parabazale pot fi găsite în frotiurile vaginale în timpul menstruației în timpul menopauzei Celulele bazale ale epiteliului scuamos stratificat sunt mici, raportul nuclear-citoplasmatic este de : Nucleii sunt rotunzi, cromatina este cu granulație fină contine - nucleoli Citoplasma este sub forma unei margini înguste, puternic bazofilă glicogenul nu este conținut în celule În frotiurile femeilor sănătoase, celulele bazale apar numai în timpul menopauzei Apariția în frotiuri într-un număr semnificativ de celule parabazale și bazale indică un fel de proces patologic din partea colului uterin În frotiurile din vagin, împreună cu celulele epiteliale, pot exista și alte elemente, în special, eritrocite, leucocite Mai ales o mulțime de leucocite sunt detectate în timpul menstruației Ele pot apărea la femei în timpul menopauzei În frotiurile din stadiul menstruației, se găsesc adesea histiocite Celule epiteliale ale membranei mucoase a canalului cervical de diferite dimensiuni, situate izolat sau sub formă de grupuri, structuri glandulare, formă prismatică nucleii sunt ovali sau rotunjiți, cromatina este delicată, fin dispersată, citoplasma este slab bazofilă, partea apicală conține granule de mucus Alături de epiteliul prismatic secretor, există cili bine exprimați pe suprafața apicală În unele cazuri, celulele epiteliale din frotiuri nu sunt situate de-a lungul axei longitudinale a corpului celular, ci transversal, în timp ce celulele arată rotund sau poligonal cu o locație centrală a nucleului În frotiuri pot fi detectate și celule de rezervă ale epiteliului prismatic Celulele de rezervă au formă rotundă, cu citoplasmă slabă, colorată palid și un nucleu rotund care ocupă aproape întreaga citoplasmă Cromatina nucleului este puțin distinsă Volumul i - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE În studiul frotiurilor prelevate de la femei în timpul fazei secretorii a ciclului, în timpul sarcinii și cu modificări dishormonale, este posibil să se detecteze epiteliul scuamos stratificat metalizat Elementele celulare sunt similare cu celulele epiteliului scuamos stratificat, dar citoplasma lor conține fie mucus, fie atât glicogen, cât și mucus În timpul sarcinii, împreună cu acest tip de elemente epiteliale, celulele deciduale sunt adesea observate în frotiuri Indici citologici în evaluarea hormonală a frotiurilor vaginale Numărarea elementelor celulare ale unui frotiu și prezentarea compoziției sale morfologice sub formă de indici corespunzători ne permite să oferim o evaluare mai fiabilă a modelului observat în scopul citodiazei hormonale Tehnica de preparare a tampoanelor vaginale Materialul pentru cercetare trebuie luat din fornixul lateral superior al vaginului Materialul se aplică pe sticlă și se unge Înainte de colorare, frotiul trebuie uscat și fixat în lichidul lui Nikiforov Numărarea elementelor celulare trebuie efectuată în mai multe câmpuri vizuale ale frotiului Indicele de maturare (IM) este raportul numeric al tuturor celulelor parabazale, intermediare și superficiale dintr-un frotiu vaginal, exprimat ca procent IS se determină prin numărarea a - de celule într-un frotiu în mai puțin de - câmpuri vizuale, deoarece - câmpuri vizuale pot oferi informații incorecte IP este notat ca o formulă, în care numărul de celule parabazale este scris în stânga, intermediar - în mijloc și superficial - în dreapta În absența oricărui tip de celule, în locul lor se pune zero Exemple de IP: Atrofie severă în frotiuri, numai celule parabazale IS / / ; Atrofie moderată - există doar celule parabazale și intermediare IS / / sau / / ; Proliferare moderată - parabazale sunt absente, predominând '!' intermediar IP / / , creșterea activității proliferative poate fi indicată printr-o săgeată IP = / / Proliferarea pronunțată a celulelor parabazale este absentă, în frotiu predomină celulele superficiale IS - / / sau IS - / / , dacă există o scădere a activității proliferative, pot fi indicate astfel: IS - / / Prin urmare IS din răspuns, pe lângă numere, poate fi caracterizat ca o deplasare la dreapta și la stânga IP caracterizează foarte des starea epiteliului în timpul tratamentului hormonal Cu toate acestea, numai cu ajutorul IS, este imposibil să dezvălui specificul acțiunii fiecăruia dintre hormoni, deoarece definiția lui I(t) se bazează numai pe caracteristicile morfologice ale compoziției celulare a frotiului vaginal STUDII CITOLOGICE Indicele cariopicnotic (KI) - este procentul tuturor celulelor superficiale mature exfoliate cu nuclee picnotice la celulele care conțin nuclei veziculari cu un diametru mai mare de microni În procesul de maturare a celulelor cu nucleu, are loc încrețirea acestuia, adică cario-picnoza Cu o reacție normală a vaginului, CI se modifică în strictă dependență de puterea influenței hormonale Calculul CI este necesar pentru a selecta doza adecvată La femeile de vârstă reproductivă, prin numărarea CI, este posibilă determinarea naturii ciclului menstrual Grade mari de CI în copilărie și menopauză indică proliferare patologică Indicele eozinofil (EI) - este procentul tuturor celulelor mature de suprafață detașate cu colorare a citoplasmei eozinofile la celulele de suprafață mature cu colorare citoplasmatică bazofilă Sunt utilizate diferite metode pentru colorarea diferențială a frotiurilor de epiteliu vaginal Cu cât stimularea cu estrogen este mai puternică, cu atât apar mai multe celule de suprafață care colorează eozinofilele în frotiuri În timpul unui ciclu menstrual normal, cel mai mare număr de celule de suprafață eozinofile din frotiuri se observă în faza foliculară mijlocie Estrogenii au o mare influență asupra sintezei ARN, motiv pentru care acesta fluctuează foarte mult pe parcursul vieții unei femei Indicele de maturare numerică (NIC) - este suma valorilor numerice ale fiecărui tip de celulă prezent în frotiu Pentru aceasta, fiecare tip de celulă epitelială este desemnat în mod convențional printr-o valoare digitală Celulele de suprafață eozinofile - , Bazofil - , Celule intermediare mari - , Celule intermediare mici - , Parabazal - , Când se numără NIS, frotiul trebuie să includă numai celule detașate liber, cu morfologie normală Se numără o medie de de celule și numărul fiecărui tip de celule este înmulțit cu valoarea numerică corespunzătoare Suma primită caracterizează frotiul Astfel, un frotiu care conține doar celule parabazale va avea un scor de maturare de Cu cât este mai mare gradul de maturare a epiteliului, cu atât mai multe celule cu un indice numeric ridicat în frotiuri și cu atât cantitatea totală obținută prin calcularea compoziției celulare de frotiul Indicele de pliere - oferă raportul dintre toate celulele de suprafață mature pliate și numărul de celule de suprafață mature plate Răsucirea sau coagularea celulelor se manifestă în principal prin protestul stimulării romului Celulele arată ca o foaie răsucită sau pliată într-un plic Poate fi exprimat ca procent^ Raportul dintre numărul total de celule superficiale pliate și numărul de celule plate nepliate Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Indicele de aglomerare sau grupare de celule este acumularea de celule mature de la sau mai multe în raport cu celulele mature situate separat De asemenea, afișează acțiunea progesteronului asupra epiteliului vaginal Este descris într-un sistem în puncte Aglomerare severă -III (+++) moderat - II (++), slab - I (+) Indicele celulelor de suprafață - este raportul dintre toate celulele de suprafață mature și numărul total al tuturor celorlalte celule detașate Acest indice nu este semnificativ Toți acești indici nu pot fi eficienți decât în lumina datelor clinice și ținând cont de alte teste de diagnosticare funcțională și doar în acest caz se poate face o evaluare corectă a frotiului Niciunul dintre indicii enumerați mai sus nu poate oferi informații exhaustive și niciunul nu poate avea un avantaj față de ceilalți Fiecare index este conceput pentru un scop specific Asa de IS - reflecta gradul de proliferare sau atrofie, cu ajutorul EI si CI este indicat gradul de proliferare Când vine vorba de tratament hormonal sau de tulburări menstruale în perioada reproductivă, EI și CI completează indicele de maturizare Indicele de coagulare și pliere informează despre prezența influenței progesteronului, dar oferă o idee despre aceasta pe fondul dinamicii indicelui de maturare și al dinamicii modificărilor EI și CI Dacă vorbim de acțiunea izolată a estrogenilor, ne putem limita la trei indici - de maturare, eozinofil și cariopicnotic Cu toate acestea, uneori situația cu hormonii este de așa natură încât ar trebui să fie preferat un singur indice Astfel, în timpul sarcinii, EI este mai fiabilă decât CI, deoarece o creștere a unui CI la niveluri scăzute de EI nu indică încă un prognostic prost al sarcinii Tipuri de reacție celulară ținând cont de indici citologici L Grad de proliferare (II-I) Frotiurile sunt dominate de celule intermediare (până la %) și ( %) celule superficiale cu nuclei mari de tonuri bazofile, puține leucocite, acest lucru este tipic pentru primele zile ale ciclului II Gradul de proliferare (P-P) În frotiuri, același număr de celule superficiale și intermediare ale CI variază de la la %, EI de la la % Astfel de frotiuri apar în faza timpurie a foliculinei într-un ritm normal III Gradul de proliferare (І -II) Frotiurile sunt dominate de celule superficiale ale EI de la la %, CI de la la % apar în faza foliculină medie IV Gradul de proliferare (II-IV) prevalez! celule superficiale localizate separat, clare, granulare în citoplasmă, EI - de la la %; CI de la la % fără leucocite, multe bețișoare de Dederlein Cel mai adesea, astfel de frotiuri în timpul perioadei de ovulație pot fi și în perioada de - zile STUDII CITOLOGICE V Gradul de proliferare (II-V) În frotiuri, doar funcționarii superficiali de dimensiuni mari cu contururi clare, împrăștiați EI de la % la % CI de la la % Frotiurile de tip II-V nu se găsesc în mod normal Ele indică o stimulare estrogenică excesivă și pot apărea la femeile cu sângerări uterine disfuncționale și tumori ovariene producătoare de hormoni Tabloul citologic al stimulării cu progesteron Unul dintre semnele stimulării cu progesteron este răsucirea marginilor celulelor, atât a suprafeței, cât și a stratului intermediar eu st stimularea luteală sau cu progesteron (L-I) În frotiuri, celulele superficiale și intermediare sunt aranjate în grupuri în număr egal Celulele superficiale au uneori margini rulate Aceste frotiuri se găsesc de la la de zile, în timp ce EI și CI sunt destul de mari - - % Etapa II * stimulare cu progesteron (L-P) În general, celulele intermediare sunt clare, există celule superficiale cu margini rulate, leucocite și citologie în N se observă în perioada de la la pentru cicluri III Art stimulare cu progesteron (L-III) Celule intermediare mici, fără contururi clare, leucocitele sunt împrăștiate Astfel de medicamente indică descuamarea masivă a celulelor epiteliului vaginal și sunt observate în perioada de la la de zile ale ciclului menstrual normal Natura citologică a atrofiei epiteliului vaginal - în mod normal nu apare la tineri, gradul de atrofie depinde de prezența celulelor din straturile profunde eu st atrofie (A-I) Majoritatea celulelor intermediare sunt separate superficiale, până la % parabazale și bazale În primii ani de menopauză, sunt mai frecvente în amenoreea secundară ( frotiuri mixte) II Art atrofie (A-P) Predomină celulele parabazale, nu există celule superficiale Celule intermediare de la la % leucocite III Art atrofie (A-II ) - celule parabazale și leucocite Aceste frotiuri sunt pentru amenoreea primară în menopauza profundă În timpul examinărilor preventive, unde este necesar să se analizeze starea ectocervixului și endocolului eșantionarea materialului pentru cercetare se efectuează în diferite moduri, dar cea mai convenabilă și eficientă, în opinia noastră, este prelevarea de material folosind cuburi de cauciuc spumă de unică folosință Metodă de obținere a materialului din colul uterin folosind cuburi de cauciuc spumă Cuburile de unică folosință cu dimensiuni de , x , cm sunt utilizate din cauciuc spumă - spumă poliuretanică (GOST PPU-ES- , TU - - ) Chiar înainte de a tăia cuburile, o bucată relativ mare de cauciuc spumă este spălată cu apă fierbinte Volumul II - TEHNOLOGII PRIVATE AL ŞI ALITICE cu săpun, spălat bine de - ori, uscat la aer Apoi, numărul necesar de cuburi de dimensiunea specificată se decupează cu foarfece, se pun într-un borcan de sticlă curat cu dop măcinat (volum , - , l) sau în căni de I etri; sterilizat la cuptor uscat la de grade Celsius timp de o ora Acest lucru realizează sterilitatea cauciucului spumos atunci când semănatul se efectuează în condiții aerobe sau anaerobe (protocolul nr din al orașului SES din Moscova) În această formă, este posibilă depozitarea pe termen lung a cuburilor gata de utilizare În timpul unei examinări preventive, fiecare femeie are nevoie de cuburi pentru a obține material Se captează cub cu o pensetă, la început iau material din ectoiervix: fac o mișcare circulară energetică cu o minge în partea vaginală a colului uterin (materialul este obținut chiar la începutul examenului ginecologic înainte de orice alte manipulări ) Potrivit concluziei Institutului de Cercetare Științifică și Testare a Tehnologiei Medicale din întreaga Uniune ( / din / / ), "cuburile de cauciuc spumă pentru obținerea de material biologic din colul uterin în condiții de contact pe termen scurt nu au un efect dăunător asupra organelor și sunt recomandate pentru utilizare conform intenției " Materialul este apoi transferat pe o lamă curată, degresată, cu o mișcare longitudinală viguroasă În acest caz, cea mai mare parte a materialului este transferată din cub pe lama de sticlă, ceea ce este asociat cu capacitatea scăzută de deshidratare a cauciucului spumos Acesta din urmă este asigurat de structura din cauciuc spumă, a cărei margine, la o mărire redusă a microscopului, este reprezentată de mai multe suprafețe sferice, de , - , mm în diametru, cu margini ascuțite; pereții sferelor sunt sticloși, complet netezi, împiedicând materialul rupt din gât să fie aspirat în cub Al doilea cub este capturat cu aceeași pensetă și se obține material din endocol scufundându-l la adâncimea maximă posibilă fără vătămare Materialul din cub este transferat similar aceleiași sau altei lame de sticlă într-o mișcare circulară Cuburile sunt aruncate după utilizare Cea mai rațională este plasarea materialului din porțiunea ecto- și endocervicală a colului uterin pe aceeași lamă Cu respectarea detaliată a metodologiei în marea majoritate a observațiilor cu ajutorul cuburilor de cauciuc spumă, se va putea obține material informativ pentru examinarea citologică din colul uterin INTERPRETAREA REZULTATELOR CITOLOGICE Acțiunile unui medic ginecolog depind de rezultatele unui examen ginecologic al unei femei și de o concluzie citologică Concluzia citologică poate fi prezentată de următoarele tipuri: I Fără patologie Citograma corespunde normei de vârstă (citograma fără caracteristici) Frotiurile sunt reprezentate de celule de epiteliu stratificat scuamos și prismatic fără semne de atipie Astfel de pacienți sunt răspunzători! O să verific o dată pe an II Tip de frotiu inflamator Cu inflamație nespecifică, frotiurile conțin un număr semnificativ de leucocite, histiocite și macrofage, nu STUDII CITOLOGICE la rotichesk și al-lea detritus În tuberculoză se găsesc celule epitelioide, celule Pirogov-Langhans mase necrotice Trg/haadonpEnyp kolysht - compoziția celulară a infiltratului inflamator Grichomonas sunt detectate prin microscopia prin imersie a preparatelor colorate Dacă fundalul gol nu este inflamat, atunci se constată prezența Trichomonas Leziuni fungice - sunt detectate miceliu, spori fungici, ciuperci de drojdie, a căror identificare este posibilă cu pete obișnuite Chlamydia - cu această boală, se observă metaplazie scuamoasă, ectopie, semne de displazie și un fond inflamator cu un număr semnificativ de celule mononucleare (cel puțin %) în frotiurile canalului cervical Se remarcă includerea leucocitelor neutrofile în epiteliu, vacuolizarea citoplasmei Chlamydia suspectă permite prezența corpurilor elementare sau reticulare Corpurile elementare sunt mici puncte roz deschis situate în interiorul vacuolelor Corpii reticulari sunt mai mari, forma este rotundă, ovală, aceste formațiuni împing înapoi nucleul, formând depresiuni în epiteliul metaplastic sau qi-l și ii dr i jeskom Concluzia finală poate fi dată după identificarea chlamydia prin metode serologice și culturale Gardnerelloza - principalele criterii de diagnosticare includ prezența "celulelor cheie" - celule ale epiteliului vaginal, complet acoperite cu mici cocobacterii gram-variabile Pentru a pune un diagnostic, este necesar să existe cel puțin două criterii cu identificarea obligatorie a "celulelor cheie" Pacienții cu inflamație sunt supuși unui tratament antiinflamator urmat de frotiuri de control Dacă răspunsul este negativ, pacientul este transferat în grupul de pacienți care urmează să fie examinați anul viitor În unele cazuri, în timpul procesului inflamator din celulele epiteliului scuamos stratificat, poate fi detectată atipie, corespunzătoare displaziei moderate sau severe Astfel de pacienți li se administrează tratament antiinflamator, după care se iau din nou tampoane pentru examinare citologică Dacă răspunsul este de două ori negativ, femeile sunt incluse în ritmul obișnuit al examinărilor preventive În cazurile de concluzii citologice repetate despre atipia epiteliului unei femei, acestea sunt supuse unei examinări aprofundate Cu modificări ale epiteliului, interpretate ca displazie ușoară sau moderată, colposcopia și examenul citologic repetat sunt indicate de cel puțin două ori (dacă nu există o patologie vizuală în colul uterin) Cu studii dublu negative repetate, pacientul este inclus în ritmul obișnuit al examinărilor profilactice În prezența unui focus patologic pe gât, se efectuează o biopsie, urmată de un examen histologic al materialului Dacă displazia persistă cu duble reexaminări, pacienții Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE veniți pentru o examinare aprofundată Cu displazie severa sau suspiciune de cancer, in unele cazuri este citologic dificil de spus pozitiv daca aceasta este cu adevarat displazie, sau daca este deja cancer in citu, sau forma initiala de cancer invaziv; Pacienții trebuie trimiși imediat la instituțiile corespunzătoare pentru o examinare aprofundată În munca practică, este necesar să se utilizeze clasificarea citologică modernă a bolilor inflamatorii, de fond și precanceroase ale colului uterin CORP UTERIN Amprentele unei răzuire diagnostice, un aspirat din cavitatea uterină obținută cu o seringă Brown, precum și amprentele de pe suprafața inciziei tumorii în timpul intervenției chirurgicale pot servi drept material pentru cercetare Atunci când obțineți amprente din bucăți de țesut, este mai întâi necesar să îndepărtați sângele, deoarece abundența eritrocitelor face microscopia dificilă La primirea aspiratului, conținutul seringii este transferat într-o cantitate adecvată de lame uscate, degresate și se face un frotiu subțire și uniform cu marginea unei alte lame de măcinare, care, după uscare, este supusă fixării și colorării convenționale Dacă preparatele preparate sunt frotiuri, colorate cu hematoxilină-eozină, atunci acestea sunt mai întâi scufundate într-un amestec de Nikiforov (volume egale de alcool și eter) timp de minute Alte pete pancromatice (Leishman, Pappenheim etc ) nu necesită fixare Preparate de colorare - la capitolul relevant TRACTULUI RESPIRATOR Cel mai frecvent obiect de cercetare în bolile tractului respirator este sputa Citologul trebuie să aibă o idee despre locul formării sputei Elementele incluse în aceasta sunt fie derivați ai arborelui bronșic, ale cărui componente sunt mucus, la care macrofage, leucocite, microbi, celule epiteliului bronșic, epiteliu metaplasmatic sunt amestecate În funcție de tipul de patologie găsit în plămâni, pot exista mai multe opțiuni pentru spută: SL izo-leucocitul Slizistomak rofagal pe I Mixt SL din purulent Purulent Histiocitar-leucocitar Histiocito-macrofag Tiocitoza lui garno-l si mfocitara Seros Sărac în elemente celulare Variantele de la la sunt mai frecvente în sputa bronhogenă De la la sunt mai des detașabile, respectiv, din țesutul pulmonar STUDII CITOLOGICE Pentru colorarea preparatelor citologice se folosesc următoarele metode: Romanovsky-Giemsa, May-Grunwald, hematoxilină și eozină, Papanicolaou și modificările sale Cele mai bune rezultate la colorarea materialului mucos pot fi obținute prin colorarea frotiurilor conform lui Papanicolaou Utilizarea colorației Papanicolaou policromă, care include soluții alcoolice puternice ale mai multor coloranți citoplasmatici, are următoarele avantaje: Bună colorare a tuturor elementelor celulare situate în firele de mucus, datorită efectului de etanșare al soluțiilor alcoolice ale vopselelor Vopsire bună a detaliilor elementelor situate în grupuri Detectarea clară, prin contrast, a acido- și bazofiliei citoplasmei O identificare clară a caracteristicilor structurii nucleului celular Colorarea slabă a eritrocitelor și florei microbiene Această metodă de colorare nu necesită pregătirea unui frotiu prin întinderea materialului între două lame de sticlă, ceea ce perturbă aranjarea celulelor în grupuri, ceea ce este foarte important pentru evaluarea elementelor celulare Este suficient să pregătiți un frotiu subțire cu ace de disecție, așchii sau pipete și să transferați aspiratul în sticlă Colorarea va da rezultate bune în studiul sputei, secrețiilor vaginale, secrețiilor bronșice, esofagului, stomacului Pentru a obține un material cu drepturi depline, este foarte important să colectați în mod corespunzător umed I Prin urmare, personalul trebuie să explice fiecărui pacient în detaliu și cu răbdare cum să facă cel mai bine acest lucru Colectați porția de dimineață de spută obținută înainte de mese, după ce ați clătit bine gura cu apă și a tuse adânc, într-un vas curat de sticlă Din momentul expectorației până la studiu nu trebuie să dureze mai mult de - ore, deoarece celulele sputei sunt distruse și greu de evaluat Pe vasele cu spută, este necesar să se lipească o etichetă cu numele și inițialele pacientului În plus, este necesară o trimitere în care medicul curant indică clar informațiile necesare despre pacient Examenul citologic al sputei începe cu o examinare, studiul proprietăților sale fizice Pentru aceasta sputa}' se toarna r vase Petri ca aceasta pentru a-l menține subțire Strat de , cm, si asezam cupele pe un fundal alb-negru alternativ (pe sticla cu hartie alb-negru asezata sub el) Toată sputa din cupe este examinată cu atenție în secțiuni, ținând cont de natura acesteia, prezența impurităților, bucăți vizibile de țesut etc Cu ajutorul acelor de disecție, pun așchii sau ascuțite care separă zonele suspecte de restul masei și le transfer într-un singur loc pe lama de sticlă, neîntinzându-se încă Această parte a lucrării este esențială pentru a obține rezultatul final corect SI trebuie luat: compactat de culoare albicioasă, sub formă de filme subțiri, scurte sau filamente de particule de mucus care nu dispar atunci când zonele înconjurătoare sunt întinse; particule de mucus cenușiu-albicios aflate în apropierea cheagurilor de sânge și a venelor: particule opace, cenușii, albicioase vizibile pe fond negru; boabe albicioase-gălbui, care pot fi zone de țesut tumoral, dar pot fi și particule alimentare, ceea ce este ușor de verificat chiar acolo pe preparatul nativ La detectarea bucăților macroscopice de țesut tumoral, acestea sunt izolate, transferate în formol și supuse la Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE pentru examenul histologic Cu spută vâscoasă, se recomandă adăugarea a - ml de soluție salină în vasul Petri, ceea ce facilitează colectarea particulelor Nu trebuie prelevate următoarele: cheaguri de sânge, saliva, bulgări verzui de puroi, pelicule grosiere albicioase (epiteliul căilor respiratorii superioare); bulgări translucide dense rotunjite colorate din macrofagele alveolare; resturi de mâncare Particulele transferate pe lama de sticlă sunt întinse rapid uniform cu ace sau așchii, astfel încât capătul superior al sticlei să rămână liber O bucată mică de hârtie cu numărul de analiză este atașată la acest capăt cu o agrafă, care este scrisă cu un creion simplu, de ardezie (nu chimic) Apoi, prevenind uscarea frotiului, sticla este scufundată în fixativ Pentru a dobândi abilitățile de a selecta particulele necesare, un citolog începător trebuie să se controleze uitându-se la materialul selectat în preparate native În acest scop, preparatul pregătit trebuie examinat rapid (înainte de uscare) cu sisteme uscate la măriri: ocular - x obiective - sau cu condensatorul coborât fără lamelă, apoi scufundați în suport Când medicamentul se usucă, elementele celulare se vor pata ușor sau deloc cu un număr de coloranți Dintr-o spută de testare, se recomandă pregătirea a - frotiuri pentru colorare SCHELET Obiectele examenului citologic sunt punctate, amprente din piesa de biopsie și din incizia formațiunii îndepărtate în timpul operației Metoda de puncție diagnostică este utilizată pe scară largă în tumorile osoase, dar are o importanță deosebită în cazurile în care este necesară diagnosticarea prezenței unui proces patologic în zone greu accesibile, cum ar fi coloana vertebrală, articulația sacroiliac, tumora cu intra -localizare si localizare articulara Cu toate acestea, este mult mai dificil să se obțină un punctat cu drepturi depline pentru tumorile osoase decât pentru tumorile cu multe alte localizări Leziunea poate fi localizată la o adâncime considerabilă, are o consistență eterogenă: zone cartilaginoase, focare de calcificare și degradare, cavități Toate acestea îngreunează obținerea de material informativ pentru microscopie și limitează posibilitățile metodei citologice pentru tumorile de această localizare Cu o leziune mare, puncția trebuie efectuată sub control radiografic pentru a confirma că acul a intrat în leziune Alegerea acului depinde de adâncimea focalizării și de densitatea țesutului care trebuie depășit Pentru a obține material în timpul puncției din diferite părți ale focarului patologic, puteți schimba cu atenție adâncimea și direcția acului De obicei, punctate sunt câteva picături sângeroase cu incluziuni de bucăți de țesut albicioase, din care se pot pregăti - frotiuri prin distribuirea materialului pe lama de sticlă cu suprafața laterală a acului care a fost folosit pentru puncție Obțineți material pentru examinarea citologică în tumorile osoase cu prezența unei componente de țesut moale STUDII CITOLOGICE iar tumorile tesuturilor moi sunt mai usoare decat in cazul tumorilor osoase pure Cu toate acestea, toate condițiile necesare pentru puncția tumorilor osoase ar trebui respectate la perforarea tumorilor de țesut moale ORGANE DIGESTIV Cavitatea bucală Materialul pentru examinarea citologică în cazul leziunilor tumorale ale cavității bucale sunt răzuire de pe suprafața ulcerată a tumorii, puncții de tumori, cavități chistice, amprente de la incizia tumorii îndepărtate în timpul operației Materialul pentru studiu este luat după un tratament amănunțit al cavității bucale (clătire, care ajută la hidratarea și curățarea cavității bucale, tratament cu agenți antiseptici) Cu formele infiltrative ulcerative, masele necrotice sunt îndepărtate din zona ulcerată cu un tampon dens de bumbac sau tifon; stratul de keratinizare a leziunilor vizate cu hiperkeratoză se îndepărtează și el cu grijă și se răzuiește cu un bisturiu sau cu o chiuretă subțire cu diametrul de aproximativ mm Este mai rațional să se producă răzuire, oarecum retrăgându-se de la marginile ulcerului, deoarece se observă că materialul obținut de la marginile suprafeței ulcerului reprezentată adesea de excrescenţe hipertrofice ale epiteliului scuamos cu elemente de inflamaţie şi floră microbiană care îngreunează microscopia Pentru studiul compoziției celulare a tumorilor acoperite cu membrana mucoasă nemodificată se utilizează metoda puncției diagnostice, alegând în acest scop zone de densitate medie Trebuie remarcat faptul că în cazul leziunilor amigdalelor și tumorilor glandelor salivare minore ale cavității bucale, materialul cel mai valoros pentru analiza citologică se obține prin perforarea acestor formațiuni, deoarece țesutul alterat reactiv sau necrozat intră cel mai adesea în răzuire În plus, elementele celulare ale unor tumori ale glandelor salivare mici și mai ales mari au anumite trăsături citomorfologice, astfel încât sunt mult mai ușor de detectat și interpretat pe baza materialului puncției Esofag Materialul pentru examinarea citologică a tumorilor sau a mucoasei alterate a esofagului se obține prin esofagogastrofibroscopie Stomac Materialul pentru cercetare în caz de afectare a stomacului sunt frotiuri, amprente din bucăți de mucoasă, tumori, ulcere, polipi ai stomacului obtinut cu ajutorul pensei biopsie gasgrofibroscop O bucată de țesut cu un ac de injectare este aplicată pe o lamă de sticlă fără grăsimi Din această piesă faceți pete-printuri Materialul pentru examinarea citologică poate fi obținut și prin răzuirea suprafeței afectate cu o perie specială din nailon Această metodă face posibilă examinarea suprafețelor mari, cu toate acestea, periile distrug de obicei cea mai mare parte a elementelor celulare, ceea ce complică foarte mult diagnosticul citologic Obținerea materialului prin răzuire poate fi recomandată pentru suprafețele mari ulcerate, când devine necesară excluderea malignității iar biopsia este dificila sau nu da rezultatele asteptate! Pentru a determina limitele răspândirii celulelor tumorale în peretele stomacului în timpul intervenției chirurgicale, există o metodă simplă din punct de vedere tehnic de examinare citologică urgentă - răzuirea țesuturilor scării Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE pelem de-a lungul liniei inciziei chirurgicale de-a lungul marginilor distale și proximale ale părților rămase ale stomacului (esofag, intestine) Din fiecare margine iau - lovituri Razuirea se face de-a lungul intregii linii de incizie sau din zonele cele mai suspecte iar materialul rezultat este transferat pe lame de sticla Colon În caz de lezare a diferitelor părți ale colonului, până la ileon, materialul pentru examinarea citologică este cel mai adesea frotiuri-amprente dintr-o bucată sponsorizată a unei tumori sau dintr-o membrană mucoasă alterată a colonului, obținute cu ajutorul penselor unui kojionofibroscop sau sigmofibroscop, precum și frotiuri obținute cu o perie de nailon, cu suprafața expusă a intestinului Se examinează și frotiurile de amprentă obținute cu un tupfer în timpul sigmoidoscopiei Frotiurile pot fi pregătite din materialul lăsat pe proctoscop, precum și din mănuși de cauciuc după o examinare digitală a rectului Când tumora este situată în apropierea anusului, se poate face răzuirea de pe suprafața tumorii sau puncția acesteia Pancreas Puncția diagnostică a pancreasului se efectuează în timpul operației Cu toate acestea, chiar și examinarea pancreasului în timpul intervenției chirurgicale, completată de colangiografie sau pancreatografie, nu permite întotdeauna diferențierea cancerului de bolile non-tumorale ale acestui organ Prin urmare, la examinarea și palparea pancreasului, acul este introdus în "zona suspectă și se efectuează o puncție Direcția și adâncimea introducerii acului pot fi modificate cu grijă Frotiurile se fac din materialul obținut Ficat Puncția unei tumori hepatice trebuie efectuată după un examen clinic al pacientului (determinarea indicelui de protrombină, scanarea ficatului) Localizarea tumorii este clar vizibilă pe scanare, ceea ce facilitează alegerea locului de puncție Un pacient pe stomacul gol, fără pregătire prealabilă și anestezie, la înălțimea inspirației, se face o puncție percutanată a ficatului cu un ac subțire (pentru injecții intravenoase) iar punctatul este aspirat rapid Glanda tiroida Materialul pentru studiul tumorilor glandei tiroide sunt punctate și amprente din tumora îndepărtată Înainte de o puncție diagnostică, tumora este examinată și palpată pentru a-i determina consistența, limitele, deplasarea în raport cu țesuturile și vasele din jur Pentru o îndepărtare mai clară a tumorii sub gâtul pacientului, se pune o mică rolă, astfel încât capul să fie ușor aruncat înapoi, când capul pacientului este întors, poziția focarului patologic este cea mai convenabilă și accesibilă pentru puncție Pacientului i se propune să facă mișcări de deglutiție, în acest moment tumora este fixată cu degetele în locul unde iese cel mai mult deasupra țesuturilor înconjurătoare și se introduce un ac în zona selectată Cu un nod mic de densitate uniformă, se face o puncție în zona centrală, cu un nod mare de densitate neuniformă, se fac cel puțin două puncție în locuri tumorale de densitate diferită Sânul Obiectul studiului poate fi un punct al unei tumori, o scurgere a mameloanelor, amprente sau zgârieturi de pe suprafața erodata a mameloanului, separat de pasajele fistuloase, compactarea punctată în zona de frecare postoperatorie, a amprentele din incizia unei tumori reușite Cu o leziune mică și omogenă de consistență (până la cm în diametru), acestea sunt de obicei limitate la un singur punct punct de la STUDII CITOLOGICE centru tumoral Dacă simptomele pielii sunt exprimate, acul este introdus în centrul zonei determinate a pielii modificate Dacă diametrul leziunii este mai mare de cm sau densitatea acesteia nu este aceeași în zone diferite, puncția se efectuează în două locuri În prezența unui chist sau a unei cavități de carie, conținutul lor este complet evacuat Apoi, fără a scoate acul, focarul patologic este repalpat și, dacă se detectează sigiliul rămas, acesta este perforat Evacuarea din mamelon se obține prin apăsarea ușoară a degetelor pe zona mamelonului, zona peripapilară și foarte atent pe țesutul mamar, cu o tranziție consistentă de la unul dintre sectoarele sale la altul Picăturile de lichid care se scurg sunt transferate pe lame de sticlă În toate cazurile, frotiurile sunt pregătite atât din prima, cât și din picăturile ulterioare Dacă scurgerile sunt foarte rare, acestea sunt colectate de mai multe ori (uneori cu o pauză de - zile), mai ales dacă au existat în trecut indicii ale apariției sângerării sau scurgerii sângeroase în anamneză În timpul preluării secrețiilor din mamelon, este adesea posibil să se determine corect exact acel sector (secțiune) a țesutului mamar, atunci când este apăsat pe care apare un secret De obicei se prepară - preparate pentru frotiu; cu secreții abundente se prepară până la frotiuri Dacă există un sigiliu clar palpabil în glanda mamară, se examinează și punctatul din această formațiune Materialul de pe suprafața ulceroasă (erodata) a mamelonului (zona peripapilară) poate avea caracterul de amprente sau răzuire Amprentele sunt pregătite prin presarea lamelor de sticlă pe suprafața patologică Dacă amprenta este foarte groasă, ar trebui să fie mânjită și să se mai facă câteva preparate; dacă amprenta abia se observă, atunci răzuirea se ia prin răzuire ușoară și sunt suprafață patologică Picăturile de sânge trebuie evitate Cu pasaje fistuloase, frotiurile sunt pregătite din descărcare și, de asemenea, din răzuirea luată cu o sondă canelată, puteți lua descărcarea cu o pipetă Formarea tumorii în cicatricea postoperatorie, de regulă, este densă În timpul puncției, acul cu un iaz intră în leziune și se colectează puțin material pentru cercetare Organe ale sistemului genito-urinar Rinichi Obiectele de studiu în tumorile și alte afecțiuni ale rinichilor pot fi: sediment urinar, puncție renală, amprente din material biosionat, răzuire și amprente din incizia unei leziuni îndepărtate Urina de dimineață colectată este centrifugată și frotiurile sunt preparate din sediment Tehnica puncției tumorii renale cu ac de cursă a fost dezvoltată în țara noastră de către IA Kassirsky și MG Abramov Puncția tumorală se efectuează fie concomitent cu pielografia intravenoasă, fie după aceasta marcarea sub control cu raze X a locului unde este necesar să se facă o puncție Această procedură nu necesită anestezie prealabilă Puncția se face din spate de-a lungul liniei scapulare sau axilare posterioare în al unsprezecelea spațiu intercostal sau sub coasta XII când pacientul este poziționat pe o parte sănătoasă Dacă tumora provine din segmentul inferior al rinichiului, atunci poate fi simțită adesea în hipocondru Înainte de puncție, pacientul trebuie să respire și să-și țină respirația Acul este introdus la un anumit unghi, îndreptându-l în sus și medial După ce acul este introdus în tumoare, se atașează o seringă și se efectuează mai multe mișcări de pompare Apoi, după ce a separat seringa și acul, acesta din urmă este îndepărtat rapid din organ Întreaga procedură durează câteva secunde Din covorașul primit Volumul P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE rial prepară frotiuri Amprentele pentru examenul citologic pot fi obținute dintr-o bucată de țesut renal prelevată pentru examen histologic Tehnica puncției renale la copii Puncția se efectuează cu un ac subțire și folosind o seringă de de grame, schimbând direcția și adâncimea inserției acului, în timp ce se aspiră în mod repetat materialul Zona cea mai potrivită pentru efectuarea unei puncție diagnostică a unei tumori renale la copii este zona unghiului osteovertebral (puncția se face, retrăgându-se de la coloana vertebrală la lățimea mușchiului drept) Pentru tumorile foarte mari, este mai bine să se pună în locul unde tumora este situată aproape de suprafața corpului Puncția diagnostică la copii se efectuează conform metodologiei dezvoltate la Centrul de Oncologie al Academiei Ruse de Științe Medicale Vezica urinara În caz de afecțiuni ale vezicii urinare, urină, spălări, spălare cu alcool, sunt examinate amprente din piese sponsorizate Pentru a efectua un examen citologic al urinei în cazul suspectării tumorii vezicii urinare, trebuie respectate o serie de condiții Examinați porțiunea de dimineață de urină, care trebuie livrată urgent la laborator, deoarece elementele celulare ale tumorii, aflându-se într-un mediu neobișnuit pentru ele, sunt rapid distruse Analiza urinei se efectuează înainte de cistoscopie și înainte de orice alte manipulări care lezează peretele vezicii urinare, precum și înainte de introducerea agenților de contrast, deoarece toate aceste momente interferează cu examenul citologic și îngreunează evaluarea elementelor celulare Examinați preparatele colorate Studiul se efectuează de cel puțin - ori la rând Rezultatul unui examen citologic al sedimentului urinar nu este foarte eficient Procesul de detectare a elementelor tumorale în urină este scăzut Un procent mai mare de celule tumorale a fost obținut prin examinarea spălărilor vezicii urinare și folosind metoda de spălare cu alcool dezvoltată de T V Kuzmin în Pentru a face acest lucru, vezica urinară este spălată bine cu apă fiartă caldă printr-un cateter, apoi se injectează ml de alcool etilic % preparat într-o soluție de novocaină % După - minute, soluția de alcool se îndepărtează, se centrifuge și se prepară frotiuri din sediment De regulă, se obține un număr mare de celule tumorale, ceea ce face posibilă stabilirea unui diagnostic mai corect Cele mai bune rezultate pentru detectarea celulelor tumorale în boala vezicii urinare sunt obținute prin pregătirea amprentelor dintr-o piesă tumorală sponsorizată Prostata Examinarea citologică în bolile glandei prostatei este supusă sedimentului urinar, secreției prostatei, puncțiilor tumorale și amprentelor din bucățile de țesut sponsorizate, răzuirii și amprentelor din incizia focarului patologic îndepărtat Tehnica de examinare a sedimentului urinar este aceeași ca și în studiul rinichilor tumorali Secretul glandei prostatice (sucul prostatic) este obtinut prin masaj direct al glandei Indiferent dacă secretul este primit sau nu după masaj, se colectează și se examinează prima porțiune de urină Pentru studierea glandei, se aplică o picătură de suc de prostată pe o lamă de sticlă, acoperită cu sticlă, iar secretul este examinat mai întâi în forma sa nativă Totodată, din restul secretului se prepară frotiuri, care sunt apoi colorate și studiate STUDII CITOLOGICE Examenul citologic al secreției glandei prostatei este foarte valoros în diagnosticul prostatitei Totodata, daca se suspecteaza cancer, aceasta metoda de obtinere a materialului nu este recomandata sau trebuie folosita foarte atent si limitat, din cauza pericolului raspandirii celulelor tumorale Masajul se efectuează numai cu cancer avansat sau tratat, pentru confirmarea morfologică a diagnosticului, precum și cu o tumoră sclerotică, dacă este imposibil să se obțină material pentru examen histologic sau citologic prin alte metode Puncția glandei prostatei se efectuează cu diverse instrumente și metode Efectuarea unei puncție de aspirație '!' ace lungi și subțiri speciale, dispozitive, tip de instrument și modificări ale acestuia Amprentele pentru examen citologic și bucăți de țesut pentru examen histologic se obțin cu ajutorul trocarelor, ace groase și alte dispozitive Puncția prostatei se realizează prin accesul de intervenție sau granorectal, de preferat este să se folosească pe acesta din urmă Puncția prostatei cu un ac subțire poate fi efectuată în regim ambulatoriu fără pregătirea prealabilă a pacientului și fără anestezie Instrumentul este alcătuit dintr-un tub subțire de metal cu inele de ghidare la capătul distal pentru degetul de palpare În partea de mijloc a conductorului se află o placă pentru susținerea instrumentului, care se sprijină pe ridicarea degetului mare în timpul puncției Acul este fabricat din oțel inoxidabil flexibil (tranziția de la partea largă a acului la cea îngustă servește drept marker) Dacă nu există un ac special, puncția poate fi efectuată astfel: pacientul este în poziția genunchi-cot sau pe lateral cu șoldurile aduse la stomac Bâjbâiți cu degetul arătător în zona glandei prostatei care urmează să fie perforată Cu cealalta mana se aduce in acest loc capatul tubului uretroscopic sau orice alt tub, prin care se introduce un ac lung pentru puncția de aspirație Frotiurile sunt realizate din materialul obținut Testicul Obiectele studiului sunt punctate de neoplasme testiculare, răzuire și amprente din leziune, obținute în timpul intervenției chirurgicale Puncția se face după tehnica standard După o examinare amănunțită la palpare a tumorii, este selectat cel mai potrivit loc de puncție Poate fi cel mai dens sau dimpotriva, o parte moale a tumorii, in functie! si din consistenta ei Nu este necesară anestezia pentru această manipulare Fixând testiculul cu mâna stângă, tumora este perforată cu mâna dreaptă, introducând acul perpendicular în adâncimea tumorii Este de dorit să se obțină materialul din diferite părți ale tumorii, pentru care acul este oarecum scos din tumoră și întors în lateral, dacă se obține un lichid în timpul puncției (de exemplu, cu hidropizie a membranelor testiculare), este aspirat complet într-o eprubetă, iar acul este avansat mai adânc și se efectuează o puncție Lichidul este centrifugat și se fac frotiuri din sediment Puncția diagnostică a megastazelor tumorilor vezicii urinare, rinichilor, prostatei și testiculelor, precum și amprentele și răzuirea tumorilor, se efectuează, de asemenea, conform metodei general acceptate Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE BIBLIOGRAFIE Ghid pentru diagnosticul citologic al tumorilor umane A S Petrova, M P Ptokhov, Moscova, "Medicina", p Cartea: "Diagnosticul citologic al tumorilor și proceselor precanceroase" Editat de A S Petrova, Moscova, "Medicina", , p Manual "Tehnica microscopică" Editat de D S Sarkisova, Yu L Perov, Moscova, "Medicina", Koss L Citologia diagnostică și bazele ei histopatologice Londra, , p Lopes Cardozo P Atlas de citologie clinică Olanda , p (Metoda Mii Lab Oy SOLUȚII OPTIME ÎN CITOTEHNOLOGIE • Tehnica si accesorii pentru prepararea preparatelor citologice standard monostrat: citocentrifuge Cytospin și Cytofuge, citoperii, lamele de sticlă • Echipament pentru colorarea micropreparatelor în regim automat: Linistein GLX Varistain și Varistain XY • Coloranți pentru citologie sub formă de truse: Papanicolaou, Giemsa, May-Grunwald, Hematoxilin-eozină, Ziel-Nielsen, Gram ECHIPAMENTE MODERNE PENTRU DIAGNOSTICUL CITOLOGIC • Microscoape de cercetare Nicon seria Eclipse , , , • Complex software și hardware pentru analiza și arhivarea imaginilor obiectelor citologice • Imunocolorare automată Cadenza și centru manual Sequenza, panouri de anticorpi pentru imunomorfologie • Brăzdar cu citometru clar • Sisteme automate pentru screeningul cancerului de col uterin PAPNET, Neopat UTILIZAREA METODELOR CANTITATIVE DE STUDIU (MORFOMETRIE CU COMPUTER ŞI CITOMETRIE ÎN FLUX) ÎN CITOLOGIA CLINICĂ L INTRODUCERE ÎN MORFOLOGIA CANTITATIVĂ Primele dispozitive de obiectivare a studiilor morfologice au fost create cu câteva decenii în urmă; perfecţionarea lor a contribuit la apariţia şi dezvoltarea unei noi direcţii - citologia cantitativă În prezent, în legătură cu dezvoltarea tehnologiei informatice, două metode au primit cea mai mare utilizare: morfometria și citometria în flux Prima, în special în literatura de limba engleză, este denumită recunoaștere a imaginii celulare (Analiza imaginii), urmată de o analiză cantitativă a structurilor sale Morfometria conform lui E Wcibel [ ] este o evaluare cantitativă a structurilor macroscopice și microscopice Acum, termenul de morfometrie este folosit doar în principal pentru descrierea cantitativă a structurilor morfologice și a parametrilor celulelor Împreună cu el, până în anii ai secolului XX, a fost folosit pe scară largă un termen mai restrâns - carpo etria iar pe el operează majoritatea lucrărilor științifice efectuate în acei ani În , A Van Lecuwen-hoek a comparat volumul unui eritrocite la microscopie cu / din volumul unui grăunte de nisip cu diametrul de , mm Observațiile diviziunii celulare au condus la acumularea unor rapoarte cariometrice importante În , cercetările lui R Hertwig au arătat că există o relație strânsă între dimensiunea nucleului și dimensiunea celulei, în timp ce raportul nuclear-citoplasmatic rămâne constant și valoarea sa nu este aceeași în celulele în repaus de diferite tipuri Variațiile în starea funcțională a celulei afectează metabolismul celular În acest caz, volumul citoplasmei depinde de activitatea nucleului și, în consecință, de volumul și aria acestuia Celulele cu un continut ridicat de substante importante pentru metabolism (hormoni, enzime, grasimi) se caracterizeaza printr-un raport nuclear-citoplasmatic redus Mărimea nucleului depinde de numărul de cromozomi Volumul nucleelor diploide este de două ori mai mare decât al celor haploizi Cu toate acestea, există adesea celule cu același număr de cromozomi, dar cu un volum inegal de nuclee În special, în celulele poliploide, numărul de cromozomi nu este proporțional cu dimensiunea nucleului Volumul nucleului (respectiv, aria sa) este departe de a fi constant Variațiile sale se observă în legătură cu vârsta, sexul, ritmurile biologice Raportul nuclear-citoplasmatic rămâne constant doar în anumite perioade de vârstă În condiții de patologie, raportul nuclear-citoplasmatic se modifică radical, ceea ce este caracteristic mai ales neoplasmelor maligne Conținutul de ADN, ARN-proteină și volumul nucleului Este în general acceptat că în celulele în repaus nucleele de același tip și de aceeași dimensiune conțin aceeași cantitate de ADN; volumul nucleelor celulelor în repaus este proporțional cu conținutul de ADN din acestea, cu întărirea sau slăbirea activității funcționale a nucleului În țesuturile în care predomină diviziunile amitotice și endomitotice, există o relație liniară între conținutul de ADN și volumul nucleului, precum și între numărul de cro Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE mos și volumul nuclear Variabilitatea volumului nucleelor depinde nu numai de cantitatea de ADN Au fost identificate relații clare în ceea ce privește metabolismul celular între ARN și proteinele nonhistone, pe de o parte, și volumul nuclear, pe de altă parte În condiții fiziologice, cantitatea de proteine non-histone dintr-o celulă variază direct proporțional cu volumul nucleului: o creștere a conținutului de proteine corespunde unei creșteri a volumului nucleului datorită activității celulare crescute S-a stabilit o creștere a volumului nucleului în timpul regenerării Trebuie remarcat însă că, pe lângă activitatea crescută a nucleului, numeroase diviziuni celulare joacă, de asemenea, un rol în creșterea volumului nucleului Ratele accelerate de diviziune sunt asociate cu o creștere a cantității de ADN ARN și proteine și uneori conduc la poliploidie Influența metodei de fixare asupra modificării parametrilor celulari Volumul nucleului și al citoplasmei se modifică în timpul procesării materialului pentru studii morfologice Alcoolul % provoacă retragere cu - % atunci când se utilizează formalină retracția este de - % Nu retragerea minimă contează, ci gradul de retragere repetat în mod identic Prin urmare, se preferă fixatoarele care oferă o retragere uniformă, chiar dacă intensitatea acesteia este relativ mare Gradul de retracție al nucleului și al citoplasmei nu este același Retragerea citoplasmei este cu , % mai mare decât retragerea nucleului Efectul de retragere al alcoolului este predominant citoplasmatic; Fixatorii lui Buen și Zenker provoacă în principal retracție nucleară Materialul pentru studiile cariomateriale trebuie fixat imediat după primire Autoliza și uscarea unui fragment de țesut conduc la modificări semnificative La fixare la ore de la preluarea probei, volumul mediu al nucleelor prezintă o diferență de r de % față de materialul fixat imediat; după de ore diferența ajunge la % Colorarea nucleelor le face vizibile și crește contrastul dintre nucleu și țesutul din jur Când se colorează cu azan, volumul nucleelor crește cu , %, cu fier și smatoxilin-eozină - cu , % Prin urmare, pentru a compara rezultatele în morfometrie, sunt studiate țesuturile tratate și vopsite în același mod Metode și instrumente pentru studii morfometrice Există măsurători directe (micrometru ocular, microplanimetru, pantograf) și metode de proiecție, cu acestea din urmă se obține o proiecție a imaginii microscopice pe hârtie și apoi, folosind contururile obținute ale nucleelor, parametrii nucleelor și structurilor celulare sunt ușor de calculat Utilizarea de tabele speciale a accelerat determinarea volumului nucleului folosind date de măsurare liniare Atunci când se determină volumele relative ale componentelor structurale ale țesutului normal și tumoral, se alocă mai mult timp cariometriei și morfometriei decât implementării metodelor de numărare a punctelor utilizând o grilă de ocular [Avtandilov G G , ] De exemplu, datele obținute pe specificul fracția de volum a nucleelor și cantitatea lor într-o tumoră pe o zonă standard de grilă permit să se judece volumul lor mediu (în procente), iar reciproca acestui indicator ( /VV ), reflectând densitatea aranjamentului nucleelor (celule), permite monitorizarea modificărilor volumetrice cu STUDII CITOLOGICE elementele constitutive ale tumorii Ambele metode au avantaje și dezavantaje Cu metoda proiecției, sâmburii pot fi schițați și, prin urmare, calculele pot fi repetate Metoda necesită mult timp și este plină de erori la schiță Metoda directă necesită și timp și echipament, dar are avantajul important de a fi automatizată Pentru a facilita studiile morfometrice, în anii au fost create instrumente de măsurare semiautomate: un reportofon Eichner, un microplanimetru de înregistrare, un dispozitiv de microproiecție semiautomată, care accelera măsurătorile Ocularul-micrometru, grilele lui G G Avdandilov și alte dispozitive și dispozitive au contribuit la obiectivarea analizei morfologice, totuși, astfel de studii au fost reținute din cauza laboriozității și a pierderii mari de timp în colectarea și prelucrarea informațiilor cantitative În anii - , valoarea metodei morfometrice în studiile citologice a crescut datorită utilizării pe scară largă a calculatoarelor personale, ceea ce a facilitat foarte mult analiza morfometrică Prelucrarea imaginilor preparatelor morfologice a fost efectuată folosind plată Lcitz-ASM (Leitz, Germania), Morphornat- () (Opton, Germania), Videoplan (Reichert-Jung, Austria) și VID II (Analitica! Mcasuring Systems, Marea Britanie) analizoare Pe un ecran plat sub forma unei tablete, sunt stabilite fotografii sau sunt proiectate imagini ale celulelor Placa poate fi iluminată de jos, ceea ce face posibilă examinarea fotonegativelor preparatelor citologice Informațiile sunt introduse manual prin trasarea conturului imaginii cu un cursor sau un stilou electronic special; rezoluția sistemelor de tablete, în funcție de densitatea electrozilor și de designul cursorului, este de , , mm în dispozitivele Videoplan Leilz-ASM În dispozitivul MOP (Zeiss, Germania), parametrii celulei au fost măsurați simultan, ceea ce reduce semnificativ timpul de studiu Utilizarea clinică a unor astfel de dispozitive este limitată de o serie de dezavantaje, printre care productivitatea scăzută ar trebui să fie răzbunată Viteza de introducere a informațiilor (Videoplan) este de până la mm/s, prin urmare, bypass-ul pe hectar de celule va necesita o medie de până la minute Mai mult decât atât, la trasarea limitelor celulelor complexe, eroarea subiectivă a operatorului crește la %, în comparație cu eroarea dispozitivului indicată în reclamă (Videoplan) - mai puțin de % De asemenea, trebuie remarcat faptul că este dificil să se măsoare dimensiunile absolute ale microobiectelor din fotografiile lor Dezavantajul dispozitivelor de tip tabletă este, de asemenea, natura relativă a măsurătorilor densitomerice Unele dintre aceste neajunsuri au fost eliminate în sistemul de analiză interactiv VID II (AMS, Marea Britanie), care este un exemplu de versiune mixtă a construcției analizorului cu includerea de canale de tabletă și televiziune, ceea ce accelerează procesul de măsurare a celulelor Imaginea este transmisă de o cameră de televiziune către un monitor Dispozitivul folosește un computer pentru a colecta și prelucra date Printre analizoarele morfometrice de televiziune străine sunt utilizate pe scară largă dispozitivele semiautomate și automate: Artek ; Magiscan , , TAS; IR AS : Zeiss Kontron; SAMBA În timpul Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Toate instrumentele folosesc microscoape conectate la camerele de televiziune Mișcarea preparatelor citologice, focalizarea ulterioară (focalizarea automată în unele dispozitive) a fost efectuată cu ajutorul unei etaje de microscop Instrumentele luate în considerare au fost destinate atât pentru măsurarea parametrilor geometrici ai celulelor - aria, perimetrul, orientarea, factorul de formă - cât și pentru determinarea parametrilor densitometrici (densitate optică integrată, histograme de nivel de cuantizare) sau a caracteristicilor texturii Eroarea de măsurare a parametrilor geometrici (aria și perimetrul) a fost de % Într-o soluție constructivă, se observă două moduri Fie acestea sunt dispozitive de același design (Magiscan, Artek), fie este un complex unit de un desktop (TAS, IBĂS) Cu toate acestea, trebuie remarcat faptul că în toate analizoarele microscopul cu o cameră de televiziune a fost realizat ca unitate independentă Dispozitivele au de obicei două monitoare, dintre care unul este utilizat pentru vizualizarea celulelor studiate, celălalt pentru afișarea rezultatelor prelucrării statistice și a informațiilor legate de modul on-line Aceste sisteme oferă mai multe moduri de introducere a caracteristicilor morfometrice ale unei celule într-un computer: un stilou luminos (sistem de tabletă IBAS), un cadru stroboscopic sub formă de cerc sau dreptunghi Sistemele de pix și telemeniu au făcut posibilă rezolvarea unui număr de probleme practice folosind informațiile afișate pe ecran, printre care se remarcă selecția celulelor și măsurarea structurilor intracelulare atunci când celulele sunt suprapuse una peste alta, eliminarea de artefacte, posibilul'! ь selectarea parametrilor și a modului de procesare Acest lucru se realizează prin "atingerea" stiloului luminos în anumite zone ale ecranului în afara câmpului de lucru Prin intermediul imprimantei sunt documentate rezultatele procesării În dispozitivele TAS și Magiscan- , telemeniurile au fost folosite pentru a asigura controlul operațional al procesării imaginilor celulare În analizatorul de imagine Magiscan- (Joyce-Locbl, Marea Britanie), camera de televiziune a fost folosită în modul standard Computerul personal controla funcționarea procesorului de imagine și comunica cu utilizatorul Procesorul de imagine este responsabil pentru sarcinile de segmentare, măsurare a parametrilor celulei și clasificarea acestora Limbile SPEL (Simple picturc eval-nation language) și MAGIC (Imago basic language) au simplificat foarte mult programele de procesare Rezoluția sistemului Magiscan este de % Nucleul celulei din câmpul vizual a fost analizat automat timp de μs Pentru dispozitiv, a fost dezvoltat un algoritm de recunoaștere a celulelor canceroase de col uterin, care permite examinarea a până la (X) celule pe secundă Un sistem puternic de analiză a imaginii pe computer au fost analizoarele IBAS (Interactive image analysis sy stern) dezvoltate de Opton IBAS- funcționează în modul semi-automat, iar IBAS- în modul automat cu o capacitate de memorie de MB, ceea ce vă permite să înregistrați până la de imagini citologice ( x elemente la de niveluri de cuantizare) Flota de analizoare morfometrice autohtone este mult mai puțin reprezentativă: analizoarele semiautomate "Integral- " și "Integral- MT", acesta din urmă a fost recomandat de Ministerul Sănătății al URSS în pentru producția de masă și implementarea în practica medicală STUDII CITOLOGICE Sistemul software pentru măsurarea parametrilor morfologici ai celulelor este proiectat pentru modul interactiv al analizorului Include programul "Monitor", un grup de subrutine pentru afișare grafică, intrare-ieșire și calculul parametrilor La începutul lucrării, citologul, după ce a pornit puterea computerului personal și a setărilor de testare, introduce data măsurării, factorul de conversie, numărul medicamentului, selectează modul de funcționare și parametrii măsurați Dispozitivul are două moduri: marker și cadru stroboscopic (dreptunghiular și rotund) În modul cu un cadru penetrant, aria celulei este măsurată automat Valorile măsurate sunt stocate în RAM În viitor, acestea sunt înmulțite automat cu factorul de conversie, ceea ce asigură măsurarea parametrilor în valori absolute (microni - microni) În modul de marcare, operatorul urmărește celula și nucleul acesteia de-a lungul conturului, controlând vizual acuratețea cursei de-a lungul traseului markerului pe ecranul de afișare Adresele punctelor de contur sunt stocate în RAM După ce conturul este închis, valorile (în μm și μm ), aria și perimetrul celulei, respectiv, S și P ale nucleului (S și P ), rapoartele ariilor (S) și perimetrelor (P) ), se calculează automat factorii de formă ai celulei (F ) și nucleul (F ) ), precum și caracteristicile statistice: așteptarea matematică (M) și abaterea standard (s) Formula de calcul a factorului de formă a unei celule sau nucleul a fost următorul F = P rcS, unde S este aria unei celule sau a unui nucleu; P este perimetrul celulei sau nucleului Celula (sau nucleul) ideal rotundă are cel mai mic factor de formă Pe măsură ce abaterea de la forma cercului crește, valoarea acestui coeficient crește Astfel, acest indicator poate servi ca măsură cantitativă a polimorfismului celular și nuclear Eroarea în măsurarea parametrilor geometrici ai celulelor și nucleelor este de ± % În fiecare preparat citologic studiat, parametrii morfometrici au fost determinați în de celule verificate examinate la rând (obiectiv x, ocular x) Cu o astfel de creștere, erorile datorate tremorului mâinii la măsurarea parametrilor morfometrici ai celulelor în modul "Marker" pot fi mai mici de % (dacă este posibil) și izolate Trebuie subliniat că în tumorile mamare, celulele mioepiteliale identificate prin un citolog printr-un nucleu mic dens și de obicei citoplasmă absentă nu au fost măsurate I Studiul finalizat a arătat că abaterea standard emisă automat de dispozitiv, care, după cum se știe, indică amploarea variației fiecărui parametru morfometric al celulei, face posibil să se afirme că de celule analizate pe rând de către operator sunt suficiente pentru a reflecta statistic în mod obiectiv parametrii morfometrici ai întregii populaţii celulare reprezentate în fiecare din preparatele citologice studiate În același timp, trebuie subliniat faptul că introducerea modului de trasare a contururilor unui micro-obiect cu un marker face posibilă rezolvarea unui număr de probleme practice, printre care se remarcă posibilitatea Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE abilitatea de a elimina artefacte și de a analiza celulele de la marginea structurii glandulare atunci când sunt suprapuse unele peste altele La comanda operatorului, toți parametrii măsurați și caracteristicile statistice sub formă de tabele pot fi afișați pe ecranul de afișare, unde se poate construi și o histogramă a oricărui parametru, ale cărui scale sunt selectate de operator sau stabilite de microcomputer Analizorul asigură realizarea de fotografii de pe ecranul de afișare, precum și transmiterea rezultatelor procesării pe bandă perforată Capacitatea de a introduce informații din banda perforată, furnizată în analizor, permite studii citologice pentru a compara modificările histogramei și controlului în timpul tratamentului pacienților Principiul modular de construire a dispozitivului, modul interactiv de funcționare a acestuia fac posibilă instruirea citologilor care nu au experiență și cunoștințe în domeniul programării și tehnologiei computerelor pentru a lucra la analizor în cel mai scurt timp posibil Sistemul modern "Diamorph" (Moscova) este o nouă generație de sisteme video-computer de telemedicină pentru analiza cantitativă a imaginilor structurilor morfologice ale celulelor în peste de parametri, urmată de analiza statistică primară a datelor obținute și stocarea acestora și , dacă este necesar, transmiterea la distanță a imaginii citologice pentru analiza ulterioară a acesteia în cadrul pachetului software de aplicație Dia-Morph IPSO Echipamentul este certificat de Ministerul Sănătății al Rusiei și protejat de brevete II UTILIZAREA METODEI MORFOMETRIEI COMPUTERICE PENTRU DIAGNOSTICUL CITOLOGIC AL TUMORILOR ȘI AL PROCESELOR PRECANCERICE Motivul interesului crescut pentru utilizarea morfometriei în studiile morfologice constă nu numai în apariția de noi instrumente care au simplificat foarte mult obținerea de rezultate obiective la măsurarea celulelor și structurilor intracelulare, ci și în capacitatea de a reproduce rezultatele obținute de alti autori Spre deosebire de morfologie - hematologie, biochimia clinică a folosit de multă vreme indicatorii cantitativi ceea ce facilitează foarte mult prelucrarea statistică ulterioară a datelor obţinute Se știe că divergența concluziilor la revizuirea preparatelor de neoplasme de către alți morfologi variază de la la % și mai mult Prin urmare, obiectivizarea diagnosticului morfologic este necesară Pentru a recunoaște cutare sau cutare fenomen ca fiind patologic, a subliniat I V Davydovsky, este necesar să se țină seama de structura fenomenului, de timp, de loc, de relațiile spațiale, adică de ambele laturi calitative și cantitative ale acestuia Unii dintre parametrii utilizați în morfometrie sunt strâns legați de caracteristicile morfologice utilizate de patologi în practica de zi cu zi și reflectă comportamentul biologic al tumorii În ghidurile moderne, nucleii celulelor maligne sunt de obicei descriși ca măriți, adesea neregulați, uneori cu nucleoli mari În același timp, aria nucleului este legată de dimensiunea sa, perimetrul nucleului, nuclear STUDII CITOLOGICE axele orizontale și verticale - cu dimensiune și formă De regulă, zona nucleului este utilizată ca principal criteriu de diagnostic discriminant Coeficienții mai complexi sunt, de asemenea, asociați cu forma nucleelor cum ar fi indicele de contur al miezului și factorul de formă a miezului În condiții patologice, raportul nuclear-citoplasmatic se modifică radical acest lucru este valabil mai ales pentru celulele neoplasmelor maligne În , H Lebert a încercat pentru prima dată să folosească diametrul nucleelor celulelor canceroase pentru a diagnostica o tumoare Heiberg K A [ ] a observat o creștere a nucleilor în cancer, dar a atras atenția asupra prezenței nucleelor neoplazice mici Câțiva ani mai târziu, Borst susține că variabilitatea dimensiunii nucleare este un criteriu mai selectiv pentru malignitate decât cariomegalia singură Jacobj W [ ] a asociat modificările volumetrice ale nucleelor cu caracteristicile genetice ale celulelor Kloos L şi colab [ ] stabilit că o trăsătură caracteristică a tumorilor maligne nu este o dublare a volumului nuclear în comparație cu cel din țesutul original, ci apariția nucleelor care nu se găsesc în mod normal în țesutul original În țesutul normal, aproximativ % din nuclei au aproximativ același diametru În mod normal, abaterea de la medie nu trebuie să fie mai mare de , nm), care a apărut ca urmare a tratamentului cu ribonuclează, este un indicator al specificității colorării ARN După un astfel de tratament, numărul de celule cu un conținut crescut de ARN scade în suspensie cu o medie de % și are loc o deplasare de-a lungul axei absciselor histogramei ARN spre stânga cu o medie de de canale Proba colorată este plasată într-un recipient de suspensie celulară al unui citofluorograf, de unde celulele sub presiune printr-un filtru înlocuibil printr-un tub de legătură intră în celula de flux, unde sunt concentrate hidrodinamic de fluidul care curge (soluție salină fiziologică) Acest lucru permite obținerea condițiilor de flux laminar În astfel de condiții, toate celulele intră în centrul fluxului și traversează fasciculul laser una după alta Viteza de mișcare a celulei este controlată de presiunea fluidului învelișului, în timp ce presiunea stabilită a probei determină debitul acesteia (ml/min) și diametrul curgerii Fluorescența este măsurată de la fiecare celulă și este indusă de un fascicul laser de ioni de argon de nm focalizat la um Principiul de funcționare al analizoarelor de debit este simplu Suspensia celulară colorată cu fluorocrom este plasată într-un recipient de probă, de unde celulele sunt presurizate într-o cameră de curgere unde sunt concentrate hidrodinamic, permițând fiecărei celule să fluoresce în timp ce traversează fasciculul de la lampa cu mercur-cuarț sau laser Radiația fluorescentă rezultată este alimentată în tuburi fotomultiplicatoare, unde semnalul luminos este convertit în electric, amplificat, convertit și, în funcție de valoare, este înregistrat ca histogramă pe ecranul de afișare conform principiului: cu atât conținutul de ARN D ІK este mai mare sau proteine, cu cât pulsul este mai puternic și cu atât mai departe pe abscisă cantitatea de fluorescență celulară este întârziată Numărul de impulsuri pe canal este înregistrat pe axa y: cu cât curba este mai mare în orice punct, cu atât mai multe celule cu același conținut de ADN, ARN sau proteine sunt concentrate în acest canal Emisia fluorescentă roșie din complexul AO cu ARN (> nm, în intervalul - nm) și fluorescență verde de la A O (în termen de - nm) este măsurat din fiecare celulă și separat folosind un sistem de filtrare încorporat în citofluograf Deci, filtrul N - - transmite radiații roșii (de la mm la infraroșu), iar filtrul N - - transmite radiații cu o lungime de undă de la la nm, care corespunde cu fluorescența verde Radiația fluorescentă roșie și verde colectată prin elemente de fibră optică sunt alimentate tuburile fotomultiplicatoare corespunzătoare, ale căror semnale analogice sunt convertite Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE sunt apelate și înregistrate ca histograme pe ecranul de afișare (pe axa de abscisă sunt prezentate canalele analizorului multicanal) Histogramele cito-, ADN sau PH K rezultate sunt înregistrate automat pe un hard disk al computerului și apoi analizate prin programe speciale: LYSIS I sau II, SePNT, Becton Dickinson, SUA; MultiCycle, Phoenix Flow Systems, SUA etc Studiul ADN-ului în celule folosind un amestec de coloranți Ethidîum bromid și Mithramycin Adăugarea antibioticului antitumoral fluorescent Mithramicip [Zante J et al , ] la colorantul de intercalare a îmbunătățit specificitatea colorării, întrucât Mitramicina, nefiind un colorant intercalator (se leagă în principal de bazele azotate guanin-citozină ale ADN-ului) , amestecat cu bromura de etidio îi conferă energie și, prin urmare, crește intensitatea fluorescenței complexului colorant de intercalare a ADN-ului Această metodă de colorare este potrivită atât pentru materialul nativ, cât și pentru fixarea cu etanol Ca și în prepararea soluției stoc de portocală de acridină, într-o singură etapă, se prepară separat o cantitate semnificativă dintr-o soluție de bromur de Ethidum (soluție A) și mitramicină (soluție B), care poate fi utilizată pentru mai multe serii de experimente A Prepararea soluțiilor A și B Soluția A: ) Se dizolvă , g de tampon Tris în litru de apă distilată HCI , N pentru a ajusta pH-ul tamponului la , ) Se dizolvă , mg de bromur de etidio (Sigma Chemical Co ) în , ml de tampon rezultat Astfel, soluția A: mg/l bromur de etidio în tampon Tris-HCI, pH , Soluția B: ) Se dizolvă , mg de mitramicină (Serva) și , mg de MgCI în , ml de tampon rezultat Astfel soluția B: mg/l Mitramicină în tampon Tris-HCI, pH , ; , mM MgCI După filtrare prin filtre millipore de µm, soluțiile A și B pot fi păstrate timp de câteva luni la frigider la - f>C Cu aproximativ ore înainte de colorarea suspensiei celulare, într-un tub opac se prepară un amestec de doi coloranți în raport cu D , care se menține apoi la temperatura camerei până la începerea colorării b Colorarea suspensiei celulare fixate cu etanol Cu o micropipetă se iau în medie , ml dintr-o suspensie fixă Celulele sunt spălate cu soluție salină (sau tampon fosfat, pH , ) prin centrifugare timp de minute la rpm Se adaugă , ml de tampon fosfat (pH , ) în pelete Suspensia celulară este pipetată cu atenție cu o pipetă automată Se pipetează , ml de suspensie celulară într-o eprubetă și se adaugă , ml din amestecul de coloranți STUDII CITOLOGICE La de minute după începerea colorării, suspensia celulară este filtrată printr-un filtru de nailon de µm în pahare de plastic de la analizorul de flux Notă: experiența practică a arătat că este posibil să nu spălați suspensia celulară de alcool, ci pur și simplu, cu atenție, colectați microscopic o parte din material de pe fundul eprubetei și transferați-o într-o eprubetă cu , ml tampon fosfat (pH- , ) și efectuați pașii enumerați în continuare V Colorarea suspensiei celulare nefixate La , ml de suspensie de celule Triton X- tratată , % se adaugă , ml de amestec de coloranți Este nevoie de minute pentru a colora nucleii celulari Suspensia celulară este apoi filtrată printr-un filtru de nailon de µm în pahare de plastic de la analizorul de flux Analiza conținutului de ADN din celulele tumorale obținute din secțiuni de parafină folosind fluorocrom DAPI Colorantul fluorescent DAPI ( , -diamidîno- -fenilindol-diclorhidrat) sintetizat în nu este un fluorocrom care se intercalează în molecula de ADN (se leagă în principal de baze azotate adenino-timină), dar are o specificitate și intensitate ridicate de colorarea acizilor dezoxiribonucleici [Shapiro N M , ] Studiile suspensiei celulare obținute din secțiuni de parafină sunt efectuate în principal folosind această colorare În munca noastră comună cu Dr Caniplejohn RS (Departamentul de Cercetare a Cancerului numit după R Dimbles de la Spitalul St Thomas, șef Prof Nias AHW, Londra) conținutul ADN a fost studiat folosind metoda Hedley DAV et al ; ] cu modificări minore de către Dr Camplejohn RS [ ]: ) suspensia celulară obținută din secțiuni groase de parafină după rehidrogenare și tratament cu soluție de pepsină , % a fost resuspendată în , ml tampon izotonic (Coulter Electronics, Luton, Anglia) care conține mg/ml DAPI (Serva, Boehringcr Mannhcim, Gcrmany) ) suspensia a fost colorată timp de de minute, apoi filtrată printr-un filtru de nailon ) probele au fost studiate pe un analizor de flux FACS (Bccton Dickinson, SUA) cu o lampă cu mercur-cuarț Cel puțin de celule au fost analizate în fiecare probă Cu ajutorul unui computer încorporat în dispozitiv, datele obținute au fost înregistrate pe dischete Utilizarea standardelor pentru a determina ploidia celulelor tumorale Studiul nostru și datele din literatură indică faptul că multe suspensii celulare obținute dintr-o tumoare au conținut un amestec de celule din țesut normal, fie stromă, fie elemente inflamatorii, adică primul vârf din histograma ADN aneuploid este rezultatul fluorescenței acestor celule și a unui un fel de standard diploid, iar al doilea un vârf clar caracterizează populația ansuploidă de celule tumorale Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Histogramele ADN ale celulelor tumorale cu un vârf modal situat în regiunea standardelor diploide (celule ale țesuturilor normale, limfocite) au fost considerate ca o tumoare diploidă, de fiecare dată, pentru o mai mare credibilitate, un studiu citologic paralel al frotiurilor-amprente din bucățile tumorale prelevate pentru citometrie în flux Pentru ajustarea dispozitivelor, înainte de analizarea unui lot de probe, s-a efectuat un studiu al standardelor diploide: celule dintr-un țesut nemodificat vizual prelevate din același organ departe de tumoră sau limfocite donatoare izolate din sângele periferic uman conform metodei de mai jos Metode de pregătire a standardelor diploide pentru montarea și reglarea analizoarelor de debit Dacă celulele acestor standarde au fost procesate împreună cu celulele tumorale și apoi întregul amestec a fost colorat cu fluorocrom, atunci standardul a fost numit intern Dacă a fost introdus colorat în suspensia celulară cu fluorocrom apoi a fost numit extern, ceea ce duce la o creștere a procentului de tumori aneuploide, datorită colorării separate a celulelor tumorale și a standardului Cantitatea de ADN din nucleele majorității celulelor țesutului normal corespunde setului diploid de cromozomi ( c) Astfel, toate probele studiate de noi ( de pacienți) cu hiperplazie ușoară a celulelor epiteliului bronșic (predominat epiteliul coloanar, uneori cu un mic amestec de celule caliciforme și bazale) au fost diploide cu un număr mic de celule în S ( , ± , % ) și fazele G +M ( , + , %) ale ciclului mitotic, adică cu activitate proliferativă scăzută-moderată (PI= , ± , %) Histograma ADN a celulelor tumorale cu un vârf situat în zona standardelor diploide a fost considerată un semn al cancerului pulmonar diploid Se știe că mai mult de % din limfocitele din sângele periferic sunt în faza Go/i a ciclului celular și toate formează o populație de celule diploide; prin urmare, este convenabil să le folosiți ca referință Materialul pentru standardele diploide a fost luat conform următoarei scheme: R: Dacă a fost efectuată o îndepărtare radicală a neoplasmului, atunci, pe lângă bucăți de tumoră, întotdeauna departe de aceasta, au fost prelevate bucăți de țesut vizual neschimbat ale aceluiași organ din materialul chirurgical După controlul citologic, după ce s-a asigurat că țesutul nemodificat vizual prelevat este într-adevăr astfel, din acesta a fost preparată o suspensie celulară, din care o parte a fost fixată conform metodei de mai sus și utilizată în studiile ulterioare pentru a ajusta dispozitivul ca standard extern pentru determinarea software-ul de control de pe ecranul de afișare pozițiile de vârf ale celulelor diploide O parte din suspensia nefixată a servit ca standard diploid în ziua studiului B: ) , ml de sânge heparinizat de - U/ml de donatori au fost plasați timp de de minute într-un termostat la PS (puteți centrifuga și la rpm timp de minute) STUDII CITOLOGICE ) plasma a fost luată cu o pipetă, în care sunt concentrate * % din limfocite ) Plasma a fost stratificată pe un gradient Ficoll-Hepaque ) centrifugat la rpm timp de minute ) inelul limfoid a fost prelevat cu grijă cu o pipetă ) limfocitele izolate în gradientul de densitate au fost spălate de două ori cu soluție salină tamponată și resuspendate în mediu Concentrația lor a fost ajustată la x în ml și fixată cu etanol ) unele dintre limfocite au fost lăsate nefixate și utilizate ca standard diploid în ziua studiului A fost creată o bancă de limfocite de la diferiți donatori; a fost folosit pentru a regla cu precizie poziția vârfului diploid Este convenabil să lucrați cu limfocitele, deoarece pot fi izolate cu ușurință din sânge, sunt deja o suspensie gata de utilizare și, cel mai important, sunt un standard diploid precis Cu toate acestea, un astfel de standard precum o suspensie de țesut neschimbat vizual caracterizează în mod obiectiv fundalul pe care s-a dezvoltat tumora și, prin urmare, atunci când poate fi obținută, este probabil un criteriu mai potrivit pentru determinarea ploidiei și a activității proliferative a celulelor tumorale Pentru comoditatea determinării ploidiei tumorii, astfel încât standardul diploid să nu interfereze cu detectarea neoplasmelor diploide, Tannenbaum E și colab ] a propus utilizarea particulelor artificiale de latex (sferocite), a eritrocitelor aviare și de păstrăv, despre care se știe că sunt celule nucleate cu conținut de ADN de aproape , ori mai mic decât celulele umane și, prin urmare, pe histogramele lor Go/i, vârful este întotdeauna înainte cel diploid B Metoda de preparare a unei suspensii de eritrocite de pui Sângele de pui se prelevează într-o eprubetă cu heparină ( - unități/ml) Sângele heparinizat este plasat într-un termostat la °C timp de de minute (sau centrifugat timp de minute la rpm Se pipetează plasma Eritrocitele rămase sunt spălate de trei ori în soluție salină fiziologică, centrifugând de fiecare dată timp de minute la rpm Se adaugă prin picurare etanol ° la , - , ml dintr-o suspensie de eritrocite; suspensia este pipetată continuu cu o pipetă automată pentru a preveni adeziunea celulară Concentrația de alcool în suspensie a crescut la - °C într-un raport de suspensie celulară și alcool : Tubul se inchide ermetic cu un dop de cauciuc, iar dupa de ore de fixare la - °C, eritrocitele pot fi folosite ca standard intern La suspensia celulară studiată se adaugă eritrocitele de pui, în timp ce ele reprezintă aproximativ - % din numărul final de celule analizate Notă*, eritrocitele fixate pot fi adăugate numai la o suspensie de celule fixe și, în consecință, materialul nativ trebuie examinat împreună cu eritrocitele nefixate Respectarea acestei condiții este necesară pentru a preveni apariția unei posibile diferențe în intensitatea fluorescenței cu colorarea simultană a ficțiilor Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE de material vechi și nativ Suspensia fixă de eritrocite preparată este potrivită pentru utilizare în decurs de o lună Astfel, standardul intern, spre deosebire de standardele diploide, poate fi întotdeauna văzut pe ecranul de afișare, iar când vârful său în canalele de mai sus este simetric și stabil, numărul canalului Go/i al fazei ciclului celular al populației celulare studiate este înregistrată Analiza histogramei Cito- și histogramele sunt înregistrate automat pe un hard disk al computerului și apoi analizate (Fig și ) cu ajutorul unui software special: LYSIS I sau II, CcllFIT, Becton Dickinson, SUA; multiciclu Phoenix Flow Systems SUA, etc Metoda de rulare a citometriei cu fiabilitate ridicată poate determina gradul de ploidie a celulelor tumorale, cu evaluarea simultană a proporției acestora în diferite faze (Gi/o, S, G +M) ale ciclului celular În orice suspensie celulară examinată pe un analizor de flux, există o proporție de celule din țesut normal sau elemente de inflamație sau stromă Primul vârf din histograma ADN aneuploid este rezultatul fluorescenței acestor celule și este un fel de standard diploid Prin urmare, se recomandă să vorbim despre ansuploidia celulelor tumorale în prezența a două vârfuri clare în histograma ADN (Fig și ) obținute fără sau cu standardul diploid introdus (primul vârf se referă la populația diploidă, iar al doilea vârf la celulele tumorale aneuploide) O populație de celule tumorale cu un vârf modal situat în regiunea standardelor diploide (celule ale țesuturilor normale, limfocite, granulocite) trebuie considerată diploidă Pentru a fi mai convingător că aceasta este o tumoare diploidă, este necesar să se efectueze un studiu citologic paralel al pieselor tumorale luate în studiu Se știe că cantitatea de duoden din nucleu este proporțională cu conținutul total de material cromozomial În celulele somatice umane normale postmitotice cu un set diploid de cromozomi ( n), este de , ± , pq ( g) de ADN, iar numărul de cromozomi este de În studiile cantitative, "ploicitatea", exprimată în numărul de cromozomi (n - număr) indică, de asemenea, multiplicitatea specifică a unui set de cromozomi; go-is, diploid cu diploid p tumoare triploid ( p), t-raploid ( p) Unitatea de ploidie "c" (conținut) denotă cantitatea de ADN din nucleul celulei Astfel, conținutul diploid (sau euploid) al ADN-ului ( c) corespunde numărului diploid de cromozomi dintr-o celulă care se află în Gi/ o faza ciclului celular, respectiv, în faza S a ciclului celular, această valoare este egală cu s, iar în faza G + M - s Figura prezintă în secvență: - citograme prin SSC (indicator al granularității cromatinei) și FSC (volum celular); parametri celulari: - citogramele prin parametrii FLl-Area și FL -Width permit separarea celulelor individuale de cele lipite între ele; - Histograme ADN Tulburările cariotipului în tumorile maligne variază foarte mult și aceste modificări afectează atât numărul de cromozomi, cât și transformările structurale ale acestora STUDII CITOLOGICE Etapa I Etapa II Etapa III Orez Etapele I, II și III ale utilizării programului de calculator LYSIS II pentru analiza ploidiei și numărului de celule din fazele Go/ , S și G + M ale ciclului celular (A - diploid; B aneuploid și C - multiclonal cancer de prostată ane-uploid) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ♦ iao E £ S (r) YAPGI UU ' BD I ADN Conținut B ătî GB Conținutul de ADN Orez Fig Posibilitățile programului de calculator Ml IJ TICYCLE pentru calcularea automată a indicelui ADN, procentul de celule aneuploide, numărul acestora în fazele Go/i, S (zona umbrită) și G + M ale ciclului celular într-un tumoră aneuploidă E U toate STUDII CITOLOGICE Pentru a caracteriza gradul de aneuploidie al celulelor tumorale, se calculează indicele ADN (IDI K), care caracterizează raportul dintre intensitatea fluorescenței vârfului celulelor aneuploide (numărul său de canal) și cel diploid Tumorile diploide sunt neoplasme în care vârful Go/i se află în vârful de control al standardelor diploide și, în consecință, IDNA-ul lor este întotdeauna egal cu , În neoplasmele aneuploide, este mai mare sau mai mică de , Populația de celule omogene ar trebui să fie pe histogramă ca o linie verticală Cu toate acestea, în practică, trebuie să se ocupe de o curbă de distribuție, a cărei lățime depinde de următoarele motive: tehnice, legate de prepararea și prelucrarea celulelor, și biologice, care reflectă modificările structurale ale cromatinei și distribuția acizilor nucleici în nucleul Pentru caracterizarea statistică a histogramelor ADN, coeficientul de variație (CV) se calculează (în procente) după următoarea formulă: Cv = B/A x , unde A este numărul canalului din mijlocul vârfului Go/i; B - lățime (în canale) Go/i a vârfului la / din înălțimea acestuia; , - factor de conversie pentru a obține rezultatul ca procent [Melamed MR și colab , ] Teoretic, dacă populația de celule studiată este monomorfă și cu același conținut de ADN în nuclee, atunci coeficientul de variație al histogramei ar trebui să fie egal cu Cu toate acestea, în practică, histogramele reflectă distribuția gaussiană a nucleelor și , prin urmare, chiar și pentru o suspensie pregătită cu grijă de limfocite neactivate, valoarea acesteia în studiul pe dispozitivul -H a fost egală cu - %, iar pe ICP- - - % În studiul tumorilor, valorile Cv au fost mai mari și am acceptat condiția general acceptată în statistici, conform căreia Cv până la % indică o varietate slabă, de la % la % - un mediu și mai mult de % - o diversitate puternică a trăsăturii Mai mult de % din histogramele pentru cancerul pulmonar, mamar și de prostată au fost mai mici de %, dar mai mari de % dar chiar și cu un Cv atât de scăzut, este probabil ca un număr de probe diploide să fi conținut de fapt două populații de celule tumorale: una cu adevărat diploidă, cealaltă slab aneuploidă Astfel, conform lui Koss LY et al [ ], suspendare Nu se pot distinge linii celulare diploide (IDNA= , ) și slab aneuploide (IDNA= , ) în interiorul vârfului, care a avut un coeficient de variație de % sau mai mult Adică, capacitățile tehnice ale dispozitivului, calitatea acestuia setarile si erorile metodologice pregatirea suspensiei pot reduce posibilitatile metodei Cu toate acestea, credem că o valoare Cv mai mare de % indică, cu o pregătire adecvată a probei, eterogenitatea nucleelor din suspensia de celule tumorale studiată În plus, cu astfel de valori ale Cv, este întotdeauna necesar să se acorde atenție formei histogramei Astfel, simetria vârfului Go/i indică omogenitatea populației celulare, iar o ușoară planeitate a jumătatei din dreapta sau stânga a vârfului poate indica prezența unei populații de celule tumorale apropiate de cea diploidă (IDNA= , -) ) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Gradul de condensare a cromatinei în nucleul celulei afectează intensitatea fluorescenței complexului ADN - colorantul intraclant, deoarece fluorocromul se combină cu histone blkami, care, împreună cu molecula de ADN, formează baza cromatinei Heparina și sulfatul de dextran au un efect marcat asupra proteinelor cromatinei și histonelor Heparina crește numărul de situsuri pentru intercalarea coloranților (bromură de etidio cu mitramicină) cu molecula de ADN, transformând cromatina condensată într-o formă mai dispersată, decondensată Eul determină o creștere a fluorescenței celulelor fără a modifica raportul acestora în fazele ciclului celular; reduce artefactele, îmbunătățind în același timp calitatea histogramelor ADN După tratarea suspensiei celulare cu o soluție de heparină (SPOFA, Cehia) la o concentrație de UI/ml (timp de - de minute), calitatea histogramelor ADN se îmbunătățește și ea Z Kh Metodologie de analiză a celulelor în fazele ciclului celular În histograma ADN rezultată, procentul de nuclee celulare cu conținut diferit de ADN este calculat în raport cu numărul total de celule examinate conform schemei de calcul al curbei propuse de Rabinovitch PS și colab [ , ] în programul MultiCycle (Phoenix Flow Systems, SUA) Când este detectată o linie celulară aneuploidă, zona dintre celulele diploide (Go/i) și aneuploide (Go/i) este împărțită la jumătate și apoi se calculează numărul de celule în proliferare (S și G + M) pentru populatie aneuploida dupa acelasi principiu ca si pentru cea diploida tumori (vezi Fig ) Un astfel de calcul al activității proliferative a unei tumori aneuploide a fost efectuat numai dacă numărul de celule aneuploide în raport cu numărul total de celule studiate a fost de % sau mai mult (An> %) Cu ajutorul histogramelor ARN s-a determinat numărul de celule cu un conținut crescut de ARN după metoda Stadlcr VM, De Weck AL [ ], care a făcut posibilă determinarea aproximativă a numărului de celule în faza Gi a ciclului celular Pentru a face acest lucru, procentul de celule din fazele S și G + M ale ciclului celular (adică indicele de proliferare) a trebuit să fie scăzut din procentul de celule cu un conținut ridicat de ARN Tipuri de histograme ADN În conformitate cu activitatea de ploidie și proliferare a celulelor tumorilor studiate, au fost identificate tipuri principale de histograme ADN-I, iar în majoritatea acestor tipuri, în funcție de activitatea proliferativă și numărul de celule aneuploide (în %), există și subtipuri (Tabelul și Fig ) Tipul I a fost format din pacienți cu conținut de ADN diploid în celulele tumorale cu indicatori scăzuti (subtip ), moderati (subtip ) și înalți (subtip ) de activitate proliferativă Tipul II a fost format din pacienți cu tumori tetraploide, ale căror histograme au indicat prezența unei populații de celule aneuploide (numărul acestora a depășit %) cu o valoare a indicelui ADN de la , la , Tipul III era format din pacienți cu tumori aneuploide (IDNA de la , la E ), care, în funcție de indicatorii activității proliferative a numărului de celule aneuploide, au fost și ei subdivizați (Tabelul ) și în subtipuri: III(H); ПІ(УІ); PI(U ); III(UZ); ПІ(MI); ІІЦМ ) și Ш(МЗ) STUDII CITOLOGICE Histogramele de tip IV au fost observate la pacienții cu tumori aneuploide sever (IDNA > , ), care, la o evaluare detaliată, au constat din trei subtipuri: V( ); IV( ); IV( ) Histogramele de tip V au fost caracteristice unui grup mic de pacienți cu tumori multiclonale tabelul Tipuri și subtipuri de histograme ADN Tip Subtip Număr de celule (%) IDNA (indexul ADN) Număr de celule în proliferare histograme în S- | în fazele G + M ale ciclului celular aneuploid I diploid până la până la > nu nu nu , , scăzut moderat ridicat II tetraloid NA] VALUE BT IA > , - , NA PI aneuloid II necalculat > , - , necalculat III aneuploidie U U US DO până la > - p II , - , h scăzut moderat ridicat М М М până la LA > > II II , - , scăzut moderat ridicat IV puternic aneuploid până la până la > > > , scăzut moderat ridicat V multi-clonale clone și mai multe (pentru analiză, utilizați parametrii ciclului celular al populației cu cel mai mare IDNA) Astfel, cu ajutorul unor tipuri de histograme sub control citologic strict, au fost identificate neoplasme diploide și aneuploide, iar gradul de ansuploidie a fost caracterizat prin IDNA și numărul de populații aneuploide Subtipul histogramei a făcut posibilă luarea în considerare a numărului de celule aneuploide din tumoră și a activității lor proliferative pentru fiecare tip IV APLICAREA METODEI CITOFLUOROMETRIEI DE FLUJ ÎN STUDII CITOLOGICE În anii - , Caspersson T și alți autori au raportat că celulele maligne conțin mai mult ADN decât celulele normale Aceste studii au fost efectuate atât cu ajutorul uneia dintre cele mai atent studiate reacții histochimice conform Feulgen și modificările sale, cât și prin colorare cu fluorocrom - acridină portocalie Metoda citometriei în flux a facilitat foarte mult studiul conținutului de ADN, ARN și proteine receptori în celulele țesuturilor normale și tumorale În acest caz, se urmăresc trei obiective principale: ) stabilirea diferenței dintre celulele țesuturilor normale și cele alterate; ) să găsească corelații între caracteristicile histogramelor ADN, ARN din populațiile celulare și manifestările clinice ale bolii; ) să studieze cinetica conținutului de ADN din celulele tumorale sub diferite efecte terapeutice Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Orez Principalele tipuri de histograme ADN Odată cu apariția primelor sisteme de flux, s-au încercat să le utilizeze în citologia clinică în scopuri de diagnostic S-a presupus că metoda ar trebui să devină una de screening, deoarece cu ajutorul ei ar fi posibilă stabilirea rapidă și ușoară a malignității procesului (majoritatea tumorilor depuse de Jsaacs J [ ], Harrison G [ ], Stewart) CC [ ] au anomalii cromozomiale și, ca urmare, o modificare a conținutului de ADN din nucleul celulei) În acest scop, cancerul de col uterin este modelul cel mai convenabil datorită abundenței de material Datele obținute au arătat că suspensia celulară a constat întotdeauna dintr-un amestec de celule normale și tumorale, iar raportul acestora în materialul de testat a fost diferit Când procentul de celule tumorale din populația studiată a fost neglijabil, a fost extrem de dificil să le detectăm prin citometrie în flux Cu o cantitate semnificativă din ele și un conținut mai mare de ADN în ele decât în celulele normale, linia lor stem dominantă era întotdeauna vizibilă pe histograme, care aveau o valoare diagnostică Aceste studii, precum și datele rezumate în monografia Melamed MR et al [ ] și alte lucrări care au pus sub semnul întrebării posibilitatea utilizării sistemelor de flux în citologia clinică pentru diagnostic datorită existenței unor tumori diploide, adică neoplasme maligne STUDII CITOLOGICE vaniu cu un cariotip normal Conform datelor noastre, în bolile benigne ale sânului au fost găsite doar celule diploide în , % din cazuri, iar histogramele ADN aneuploide au fost detectate doar în , % din cazurile de proliferare precanceroasă a epiteliului și în fibroadenomul stratificat Prezența cancerului diploid comun și, deși rar, aneuploidie detectabilă în bolile benigne ( , % din toate cazurile) ale sânului limitează capacitățile de diagnosticare a citofluorometriei în flux Cu toate acestea, trebuie menționat că în prezent există deja metode complexe de citometrie în flux pentru recunoașterea celulelor diploide maligne și normale [C Stewart, ] În cancerul de sân, tumorile aneuploide sunt detectate în - % din cazuri prin citometrie în flux Studiul nostru a arătat că în cancerul de sân (un grup de de pacienți), , % dintre tumori sunt aneuploide și, în consecință, , % dintre tumori sunt diploide Proporția tumorilor diploide a scăzut odată cu creșterea gradului de răspândire local-regională a bolii: în cancerul TiNoMo, proporția tumorilor diploide a fost de %, în cancerul T N M - %, în cancerul T - N M - %, în cancerele T - N - M și T - N M - % [Portnoy S M , ] Una dintre principalele gene care controlează ciclul celular al mamiferelor este gena proteinei p Proteina p conținută în nucleul celulei este o fosfoproteină cu un mol cântărind D A fost descoperit la sfârșitul anilor în celulele transformate cu virusul SV- În , s-a descoperit că gena care codifică această proteină este localizată pe brațul scurt al cromozomului ( p ) Am folosit o tehnică de citometrie în flux pentru analiza simultană a ploidiei, a numărului de celule în fazele G / , S, G +M ale ciclului celular și a expresiei genei p în celulele tumorii mamare Folosind această tehnică, este posibil să urmărim rolul principal al proteinei p în controlul proliferării celulare și reglarea acesteia ca răspuns la deteriorarea ADN-ului Rezultatele preliminare indică faptul că mutațiile p enene sunt detectate la % dintre pacienții cu cancer de sân La pacienții cu tumori diploide, activitatea proliferativă a celulelor este mai mare decât în procesele benigne și mai mică decât în cancerul de sân ansuploid Prezența cancerului de sân ansuploid se corelează cu prezența metastazelor în ganglionii limfatici axilari Indicele ADN (IDNA) s-a corelat cu pі și pN, precum și cu numărul de metastaze în ganglionii limfatici Portnoy S M [ ] au arătat că tumorile aneuploide se caracterizează printr-o frecvență mult mai mare a leziunilor metastatice ale ganglionilor limfatici regionali tumori - de , ori mai mare (p ( , ) de frecvența aneuploidiei în WMTC ( , %), în timp ce ns nu a fost semnificativă diferența dintre valorile IDIIK și PI În cancerul slab diferențiat (NTLC), toate tumorile studiate sunt aneuploide cu o valoare medie semnificativ mai mare (pcO OOI) a IDNA ( , ± , ) și intensă (PI = , ± , %) activitate proliferativă celulară Frecvența adenocarcinoamelor pulmonare diploide și aneuploide este legată de gradul de diferențiere a tumorii Astfel, o scădere a gradului de diferențiere a tumorii în adenocarcinomul pulmonar cu celule scuamoase este însoțită de o creștere semnificativă a valorilor IDNA și a activității proliferative a celulelor canceroase Există o corelație semnificativă statistic între IDNA în tumora primară și concentrația de CEA în serul sanguin al pacienților cu cancer pulmonar cu celule scuamoase Nivelurile medii de CEA în cancerul pulmonar diploid (IDNA= , ) sunt semnificativ (p , ) Rezultatele prezentate arată că, în funcție de gradul de anaplazie tumorală (indicatori IDNA), se observă modificări cantitative ale CEA Utilizarea citometriei în flux ADN cu laser a făcut posibilă obținerea de informații importante și obiective la pacienții cu sminom folosind programul computerizat Multicycle (Phoenix Flow Systems, SUA) La seminomul tipic ( de pacienți), același tip de celule tumorale au fost diploide în % din cazuri și, în consecință, aneuploide în % din cazuri În tumorile diploide, numărul de celule în faza S ( , ± , %) a fost semnificativ mai mic decât în tumorile aneuploide ( , ± , % (p , µm ) perimetrul (P > , µm) al celulelor și nucleelor tumorale (S > , µm : P > , µm), polimorfismul acestora (F > , ), indică un prognostic mai puțin favorabil pentru cancerul de sân Calculul supraviețuirii globale și al curbelor de supraviețuire fără recădere a fost efectuat utilizând metoda de construire a tabelelor de viață conform Kaplan EL și Meier R [ ] și compararea fiabilității diferențelor dintre acești indicatori utilizând testul log rank a fost efectuată în programul Survîval oferit de departamentul de statistică al Spitalului MD Anderson (SUA) Analiza multivariată a fost efectuată utilizând procedura bayesiană utilizând pachetul software SAS pentru analiza computerizată Efectul ploidiei celulelor tumorale asupra supraviețuirii globale a pacienților fără a lua în considerare etapele cancerului este clar La pacienții cu tumori diploide (Grupa ) și tetran-loide (Grupul ), un curs relativ benign al bolii este anulat, indicatorii de supraviețuire globală (SG) pentru fiecare dintre aceste două grupuri au fost statistic semnificativ diferiți (p %) sunt nefavorabile din punct de vedere prognostic, iar combinarea unor astfel de parametri citometrici cu parametrii morfometrici enumerați agravează și mai mult prognosticul [V N , Bogatyrev, ] De asemenea, trebuie remarcat faptul că tumorile extraploide (histogramele ADN de tip II) și carcinoamele cu IDNA de la , la , cu activitate proliferativă celulară scăzută și moderată (histograme ADN de tip III) sunt neoplasme aneuploide mai prognostice, iar speciile rare - cancerul multiclonal ( histogramele ADN de tip V) și tumorile cu aneuploidie pronunțată, IDNA > , (histogramele ADN de tip IV) sunt cele mai nefavorabile din punct de vedere al prognosticului Numărul de celule aneuploide din neoplasm nu a afectat rata de progresie a bolii, spre deosebire de nivelul ridicat de proliferare care a fost observat la pacienții cu metastaze tumorale precoce Analiza datelor a arătat că indicele ARN (ARN) este un parametru de prognostic mai puțin precis decât IDNA Deci, la pacienții fără progresie și cu progresia bolii, valorile minime, medii și maxime ale IRNA sunt la fel de frecvente, dar există o tendință de creștere a numărului de pacienți cu un prognostic mai prost cu IRNA > , Parametrii cantitativi ai celulelor tumorale și dimensiunea macroscopică a acesteia nu sunt direct proporționale între ele La prezicerea bolii, trebuie luat în considerare faptul că chiar și tumorile cu diametrul de până la , cm sunt aneuploide, cu parametrii morfometrici măriți ai celulelor Rezultatele pe termen lung au indicat, de asemenea, că în grupul de pacienți cu progresie a bolii și la pacienții decedați, celulele metastazelor regionale sunt mai puțin diferențiate decât tumora primară, iar în cazul metastazelor aneuploide, în majoritatea cazurilor, pe lângă creșterea proliferativă activitate (p , ) [V N Bogatyrev, ] În orice stadiu al procesului, indiferent de varianta morfologică a tumorii și de tratamentul efectuat, a fost identificat un set de parametri, indicând un prognostic nefavorabil al cancerului (Tabelul ) Printre tumorile maligne, cancerul pulmonar ocupă un loc aparte, care este asociat, pe de o parte, cu o creștere a incidenței, iar pe de altă parte, cu dezvoltarea și cursul procesului tumoral, adesea cu apariția rapidă a limfogenului și hematogenului metastaze Pentru a dezvolta tactici raționale pentru gestionarea pacienților cu cancer pulmonar, este important să cunoaștem prognosticul exact al bolii Structura morfologică și prevalența procesului tumoral nu sunt întotdeauna factori suficienți în determinarea prognosticului cancerului pulmonar La R pacienți cu cancer pulmonar cu celule scuamoase, caracteristicile cantitative ale celulelor tumorale (ploidie) și nivelul de antigen embrionar canceros (CEA) din serul sanguin au fost studiate în paralel pentru a-și evalua STUDII CITOLOGICE valoare predictivă La pacienții operați radical cu cancer pulmonar cu o evoluție favorabilă a bolii, valorile medii ale IDNA în tumoră și CEA în sânge sunt semnificativ (p µm ; S > um ; S > , ; aneupl , în faza S > %; IDNA > , G Nr Mo n- > um ; Slo > µm ; P > um; > um ; S o > um ; P > um; aneupl , IDNK > , ; IP > % T Nu Mo n= S > um ; aneupl , IDNK > , T - Nj Mo n- aneupl , IDNK > , N - Mo n- S a > um ; P > um; P c > um; F > , um; PI > , %; IDNA > , h Nț Mo p- Tumori moderat sau slab diferențiate după morfometrie cu PI > % b ^ - Mo n= S > um ; P > um; S > um ; P > um; aneupl , IDNK> , ; IP > % IV p- aneupl Edem-inf forma de cancer n= aneupl , PI > % Simboluri; n este numărul de observații; aneupl - tumoră aneuploidă; Sic S o etc abaterile standard ale parametrilor (adică polimorfismul caracteristicilor) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE O imagine diferită a fost găsită la pacienții operați radical cu cancer pulmonar cu celule scuamoase cu metastaze la ganglionii limfatici intratoracici T - N M Niciunul dintre cei pacienți cu cancer diploid nu a murit din cauza recidivei și a metastazelor în timpul perioadei de urmărire de doi ani În același timp, din pacienți cu cancer aneuploid, ( %) pacienți au murit din cauza progresiei bolii de bază (p , opt pl OD în godeuri cu control negativ > , opt pl OD în godeuri de control pozitiv : folosind criostate) METODE DE IMUNOLOGIE CLINICĂ secțiuni și > : când se utilizează celule HEp- este considerat un rezultat pozitiv), precum și intensitatea și tipul de fluorescență (tabelul ) Tabelul Dependența naturii imunofluorescenței de tipurile de AIF Tip de imunofluorescență omogen Periferic (marginal) pătat Reticulat pătat Nucleolar discret Tipul de autoanticorpi Anticorpi la ADN (dublu și simplu catenar), dezoxiribonucleoproteină, histone (H , H B, H , H ) Anticorpi la ADN-ul dublu catenar Anticorpi Sm, RNP, Ro/SS-A, La/SS-B, Jo- Anticorpi Scl- (topoizomeraza ) Anticorpi la centromer Anticorpi la PH K-polimeraza , PM/Scl, altele? semnificație clinică ANF sunt considerate ca un marker serologic al bolilor reumatice autoimune (Tabelul ) Tabelul Frecvența detectării ANF în bolile umane boala Chastin Lupus eritematos sistemic forma activă remisie Lupus eritematos discoid - Medicamentul lupus Sclerodermie sistemică - sindromul Sjögren - boala mixta țesut conjunctiv Artrita reumatoida - Artrita cronică juvenilă Gen și miozită/dermatomiozită - Poliarterita nodoasă Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE și/sau afectarea CE este de o importanță fundamentală în dezvoltarea unei game largi de procese patologice, în primul rând tulburări trombotice care stau la baza patologiei vasculare în bolile umane Evident, evaluarea stării endoteliului poate avea o importanță clinică deosebită pentru extinderea posibilităților de diagnosticare de laborator a activității procesului imunoinflamator și pentru prezicerea dezvoltării complicațiilor Trombomodulină (TM) TM este o glicoproteină exprimată pe membrana EC și care acționează ca un receptor celular pentru trombină În plus, TM este un cofactor pentru activarea dependentă de trombină a proteinei C, previne scindarea fibrinogenului mediată de trombină, activarea trombocitelor, a factorului V sau a factorului XIII și inactivarea proteinei S TM există atât sub formă legată de membrană, cât și sub formă solubilă ( rTM), prezente în fluidele biologice Se crede că rTM este o formă divizată de TM nativă, lipsită de regiunea serină-treonină a moleculei și coada citoplasmatică Deoarece rTM nu este secretat de EC în condiții fiziologice, se crede că o creștere a nivelului de rTM circulant reflectă deteriorarea EC Metoda definirii Test imunosorbent legat de enzime (Stago, Asniercs, Franța) semnificație clinică O creștere a nivelurilor serice de rTM a fost găsită în purpura trombotică trombocitopenică, DIC, sindromul de detresă respiratorie a adultului și tromboembolismul pulmonar, angiopatia diabetică, preeclampsie, leziuni aterosclerotice ale arterelor coronariene, lupus eritematos sistemic, boala reumatoidă, arta reumatoidă, arta reumatoidă, boala bematozoidă, arta vasculară , polimiozita/dermatomiozita si RA juvenila În general, nivelul rTM este asociat cu activitatea bolii și este mai des observat la pacienții cu fibroză pulmonară interstițială concomitentă În sclerodermia sistemică, o creștere a rTM este asociată cu severitatea tulburărilor capilaroscopice și cu detectarea anticorpilor la topoizomeraza L La interpretarea rezultatelor determinării rTM, trebuie avut în vedere că rTM este filtrată în rinichi și excretată din organism de către ficat Prin urmare, la pacienții cu hepatită acută și leziuni renale severe, se observă și o creștere a concentrației de rTM O corelație deosebit de bună între nivelul rTM și activitatea bolii a fost observată la pacienții cu LES În LES, o creștere a rTM reflectă deteriorarea microvaselor caracteristice acestei boli și este asociată cu dezvoltarea sindromului antifosfolipidic Studiul rTM a făcut posibilă diferențierea activității LES de infecția concomitentă, față de care nu s-a observat nicio modificare a nivelului rTM În granulomatoza Wegener, nivelul rTM se corelează cu activitatea bolii și severitatea afectarii organelor interne Conform datelor noastre, cea mai semnificativă creștere a nivelului de rTM se observă în arterita cu celule gigant, poliarterita nodulară clasică, arterita Takayasu, în timp ce în vasculita sistemică necrozantă și vasculita hemoragică, o creștere semnificativă a nivelului rTM este rar observată METODE DE IMUNOLOGIE CLINICĂ Factorul Willebrand (WF) VWF este o glicoproteină multimerică cu o greutate moleculară de kDa, prezentă în plasmă, megacariocite, cc-granule trombocite și corpi Weibcl-Palade EC ARNm VWF traduce mai întâi sinteza pre-pro-VWF, care este apoi scindată în pro-VWF Pro-VWF formează forme multimerice de diferite dimensiuni datorită legăturilor disulfurice Ulterior, aceste molecule aflate în procesul de modificare post-translațională sunt transformate în molecule native, care sunt secretate în plasmă și subendoteliu Prezența unui depozit subendotelial de VWF este una dintre cele mai importante condiții pentru asigurarea unei aderențe trombocite eficiente și a hemostazei în cazul lezării stratului endotelial al vaselor de sânge Se observă o creștere a eliberării VWF in vitro ca răspuns la diverși stimuli, inclusiv traume mecanice, ester carbolic, trombină, fibrină, endotoxină, histamină, IL- , IF-g, complex complement de atac membranar, stres oxidativ, aPL, anticorpi la ADN Conform studiilor experimentale în cultura EC in vitro, în stadiile inițiale ale proliferării EC, sinteza VWF este în limitele normale Leziunea endotelială este însoțită de o suprimare dependentă de doză a producției de PVAg Ulterior, când structurile celulare sunt stabilite, sinteza VWF crește din nou Aparent, mecanisme similare, precum și eliberarea de VWF din depozit în trombocite în timpul activării și agregării lor, sunt observate în vasculite și vasculopatii VW este implicat în aderența trombocitelor la subendogelia în zona leziunii vasculare Oferă o legătură între glicoproteina membranei plachetare GPIIb/IIla și moleculele subendoteliale (colagen tip I și III și sulfat de heparan), favorizează activarea factorului VIII de către trombină și provoacă agregarea trombocitară Pe baza naturii modificărilor histologice detectate în vasculita necrozantă, se presupune că unul dintre principalele motive pentru creșterea nivelului de VWF în plasmă este distrugerea EC și, probabil, subendoteliul și/sau regenerarea EC Metoda definirii IFM este utilizat pentru a determina componenta antigenică (VW Ag) Progresul cercetării μl de antiser monospecific de iepure la VFAg la o concentrație de μg/ml (diluție : ) în tampon carbonat-bicarbonat sunt adăugate în godeurile microplăcilor de polistiren și incubate timp de ore la °C Apoi s-a spălat de ori cu PBS ( D M, pH , ) conţinând , % Twccn- (PBS-Tween) Serurile de testare sunt diluate : în PBS-Tween și adăugate "!" în godeuri de µl Apoi microplăcile sunt incubate timp de oră la °C, spălate de ori cu PBS-Tween și se adaugă pl de anticorpi anti-PVAg de iepure marcați cu peroxidază (diluție : ) După o oră de incubare, microplăcile sunt spălate de ori cu PBS-Twccn se adaugă amestecul de substrat (OPD cu peroxid de hidrogen) După oprirea reacției, OD este determinată pe un fotometru automat Pentru determinarea cantitativă a FVAg, standardul FVAg este utilizat la o concentrație de , până la , UI/ml Sensibilitatea metodei este de , UI/ml Limita superioară a normei este de , UI/ml semnificație clinică Nivelurile serice crescute ale FVAg au fost găsite la pacienții cu diferite boli vasculare de natură inflamatorie și neinflamatoare, cum ar fi preeclampsia, infarctul miocardic și * Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE sult, diabet zaharat, hipertensiune pulmonară primară, pe fondul anumitor infecții (inclusiv infecție cu HIV) Cea mai semnificativă creștere a frecvenței și nivelului FVAg se observă în vasculita sistemică necrozantă, într-o măsură mai mică în arterita cu celule gigantice, arterita Takayasu și tromboangeita obliterantă În cazul vasculitei cutanate, o creștere a nivelului de FVAg este rar observată În poliarterita nodoasă, o creștere a nivelului de FVAg este asociată cu patologia renală O creștere a concentrației de FVAg în boala Behcet este asociată cu dezvoltarea complicațiilor vasculare, în principal trombozei venoase În arterita cu celule gigantice, concentrația de FVAg (spre deosebire de VSH și CRP) nu se corelează cu activitatea și practic nu se modifică pe fondul terapiei antiinflamatorii eficiente Se crede că o creștere a nivelului de FVAg la pacienții cu boli autoimune în timpul remisiunii poate fi asociată fie cu inflamația vasculară curentă subclinica, care se observă în această boală de câțiva ani în absența simptomelor clinice sau reflectă neovascularizarea în zona de infiltrarea inflamatorie a peretelui vascular În PR, nivelul FVAg se corelează cu manifestările sistemice, în primul rând vasculita cutanată și riscul de complicații trombotice În boala Sjögren, o creștere a FVAg este asociată cu sindromul Raynaud și vasculita crioglobulinemică O creștere a concentrației de FVAg în RA poate reflecta afectarea CE asociată cu ischemie-reperfuzie în timpul activității fizice La pacienții cu LES, o creștere a FVAg este asociată cu vasculită, afectarea rinichilor și tulburări trombotice în SPA Cu DM/PM, o creștere a concentrației de FVAg se observă mai des la pacienții cu manifestări sistemice (fenomenul Raynaud, ILD) În plus, nivelul FVAg se corelează (spre deosebire de VSH și CRP) cu severitatea slăbiciunii musculare Rezultatele determinării dinamice indică faptul că că se observă o creștere a FVAg pe fondul unei exacerbări a bolii În SJS, o creștere a nivelurilor de FVAg reflectă severitatea și prevalența leziunii organelor viscerale și severitatea vasospasmului periferic în fenomenul Raynaud primar O creștere a nivelului de FVAg a fost observată la pacienții cu factori de risc pentru ateroscleroză, inclusiv hipercolesterolemie, hipertensiune arterială (HA) și excesul de greutate și este asociată cu un prognostic nefavorabil (IM repetat) la pacienții cu boală coronariană Determinarea FVAg este importantă pentru evaluarea severității și amplorii leziunilor vasculare O creștere persistentă a nivelurilor de FVAg este un factor nefavorabil din punct de vedere prognostic asociat cu un risc crescut de deces atât la pacienții cu boală vasculară aterosclerotică, cât și la vasculită sistemică Literatură Baranov A A , Nasonov E L , Shilkina N P et al Antigenul von Willebrand la pacienții cu vasculită reumatoidă: metodă de determinare și semnificație clinică Terapeut, arhiva ; - Nasonov E L , Salozhin K V , Shtutman V Z , et al Anticorpi endoteliali, trombomodulină și antigenul factorului von Willebrand în polimiozită și dermatomiozită Medicina clinica ; ( ), - METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ REMARCI GENERALE Infecțiile cu protozoare și infestările helmintice în cele mai multe cazuri au loc fără simptome și semne patognomonice și nu pot fi diagnosticate doar pe baza clinicii lor Datele clinice, împreună cu datele din istoricul geografic și epidemiologic, permit medicului curant să facă un diagnostic prezumtiv, dar numai rezultatele analizelor de laborator confirmă sau resping '!' acest diagnostic Diagnosticul parazitologic se bazează pe detectarea și identificarea directă a agenților patogeni Uneori recurg la studii imunologice, cultivarea paraziților sau infectarea animalelor de laborator cu aceștia (metoda biotestelor) Utilizarea oricăror metode de diagnostic parazitologic ar trebui, de asemenea, să urmărească identificarea infecțiilor/invaziilor mixte (duble sau mai multe), care este denumită poliparazitism La examinarea studenților străini, imigranți din țările din Asia de Sud-Est, aceștia au putut identifica simultan până la - sau mai multe tipuri de paraziți La fel de valoroasă este și capacitatea de a detecta și identifica parazitul la pacienții paraziți, contribuind la prevenirea secundară a bolii parazitare Metodele de diagnostic parazitologic sunt de neprețuit în implementarea monitorizării medicamentelor și controlului asupra eficacității chimioterapiei În materialul trimis la laborator pentru cercetare, parazitul este prezentat în acele etape prin care este transmis (direct sau printr-un purtător) de la un individ infectat la oamenii din jur De obicei, acestea sunt etapele de propagare ale parazitului - chisturi de protozoare, ouă sau larve de helminți Acestea, și la protozoare, altele (trofozoiți, gametocite) stadii, sunt în același timp diagnostice Productivitatea asistentului de laborator depinde de calitatea microscopului Acesta din urmă ar trebui să fie, dacă este posibil, binocular și să fie în uzul personal al asistentului de laborator Microscopul trebuie echipat cu un micrometru, un ajutor important în identificarea agenților patogeni Eficacitatea studiilor parazitologice nu este absolută și depinde de o serie de condiții: a) corectitudinea prelevării unei probe și pregătirea unui preparat pentru microscopie din aceasta, transportul și depozitarea atentă; b) competenţa asistentului de laborator de a studia preparatele preparate din probe; c) oportunitatea transferului rezultatelor studiului către medicul curant; d) interpretarea competentă a acestor rezultate de către medicul curant și utilizarea lor adecvată pentru alegerea tacticii de tratament Dacă oricare dintre aceste condiții nu este îndeplinită, eficacitatea cercetării parazitologice este redusă sau complet anulată Mai mult, un fals negativ Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE sult, diabet zaharat, hipertensiune pulmonară primară, pe fondul unor infecții (inclusiv infecția VI !) Cea mai semnificativă creștere a frecvenței și nivelului FVAg se observă în vasculita sistemică necrozantă, într-o măsură mai mică în arterita cu celule gigantice, arterita Takayasu și tromboangeita obliterantă În cazul vasculitei cutanate, o creștere a nivelului de FVAg este rar observată În poliarterita nodoasă, o creștere a nivelului de FVAg este asociată cu patologia renală O creștere a concentrației de FVAg în boala Behcet este asociată cu dezvoltarea complicațiilor vasculare, în principal trombozei venoase În arterita cu celule gigantice, concentrația de FVAg (spre deosebire de VSH și CRP) nu se corelează cu activitatea și practic nu se modifică pe fondul terapiei antiinflamatorii eficiente Se crede că o creștere a nivelului de FVAg la pacienții cu boli autoimune în timpul remisiunii poate fi asociată fie cu inflamația vasculară curentă subclinica, care se observă în această boală de câțiva ani în absența simptomelor clinice sau reflectă neovascularizarea în zona de infiltrarea inflamatorie a peretelui vascular În PR, nivelul FVAg se corelează cu manifestările sistemice în primul rând vasculită cutanată și riscul de complicații trombotice În boala Sjögren, o creștere a FVAg este asociată cu sindromul Raynaud și vasculita crioglobulinemică O creștere a concentrației de FVAg în RA poate reflecta afectarea CE asociată cu ischemie-reperfuzie în timpul activității fizice La pacienții cu LES, o creștere a FVAg este asociată cu vasculită, afectarea rinichilor și tulburări trombotice în SPA În DM/PM, o creștere a concentrației de FVAg se observă mai des la pacienții cu manifestări sistemice (fenomenul Raynaud, IL) În plus, nivelul FVAg se corelează (spre deosebire de VSH și CRP) cu severitatea slăbiciunii musculare Rezultatele determinării dinamice indică faptul că se observă o creștere a FVAg pe fondul unei exacerbări a bolii În SSc, o creștere a nivelurilor de FVAg reflectă severitatea și prevalența afectarii organelor viscerale și severitatea vasospasmului periferic în fenomenul Raynaud primar O creștere a nivelului de FVAg a fost observată la pacienții cu factori de risc pentru ateroscleroză, inclusiv hipercolesterolemie, hipertensiune arterială (HA) și excesul de greutate și este asociată cu un prognostic nefavorabil (IM repetat) la pacienții cu boală coronariană Determinarea FVAg este importantă pentru evaluarea severității și amplorii leziunilor vasculare O creștere persistentă a nivelurilor de FVAg este un factor nefavorabil din punct de vedere prognostic asociat cu un risc crescut de deces atât la pacienții cu boală vasculară aterosclerotică, cât și la vasculită sistemică Literatură Baranov A A , Nasonov E L , Shilkina N P et al Antigenul factorului Willebrand la pacienții cu vasculită reumatoidă: metodă de determinare și semnificație clinică Terapeut, arhiva ; , - Nasonov E L , Salozhin K V , Shtutman V Z și colab Anticorpi endoteliali, trombomodulină și antigenul factorului von Willebrand în polimiozită și dermatomiozită Medicina clinica ; ( ), - > Volumul I - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE rezultatul studiului sau o întârziere nejustificată în transmiterea unui rezultat pozitiv către medicul curant a devenit adesea cauza rezultatelor fatale ale bolii (de exemplu, cu malarie tropicală, trichineloză) Diagnosticul parazitologic presupune ca asistentul de laborator și medicul curant să aibă cunoștințe de bază despre paraziți: ciclul lor de viață, distribuția geografică, manifestările caracteristice ale infecției sau bolii Eficacitatea diagnosticului clinic de laborator este determinată în mare măsură de prezența unor contacte profesionale strânse între asistentul de laborator și medicul curant Doar lipsa unor astfel de contacte și înțelegerea reciprocă poate explica forma comună de trimitere la laborator: "analiza fecalelor pentru viermi" privind prezența eozinofiliei la un pacient Eozinofilia ridicată se poate datora nu atât prezenței helminților adulți în intestine, cât mai degrabă migrației larvelor anumitor tipuri de helminți (viermi rotunzi, toxocara etc ) prin organele și țesuturile corpului, care se stabilește nu prin coproovoscopie, ci prin metode serologice De asemenea, trebuie amintit că paraziții pot provoca diverse alte reacții patologice chiar și într-un moment în care etapele lor de diagnostic nu sunt disponibile pentru detectarea directă de către un asistent de laborator Astfel, larvele migratoare de Ascaris lunibricoidcs și opistorhis tineri provoacă simptome ale bolii cu multe săptămâni înainte ca aceste invazii să poată fi diagnosticate prin detectarea ouălor de paraziți în fecale Acesta este sensul utilizării metodelor de diagnostic imunologic pentru invaziile cu o perioadă lungă de pre-brevetare (opistorhiază, fascioliaza, paragonimiaza etc ) Un alt tip de indicații pentru imunodiagnosticul bolilor parazitare îl constituie acele infecții/infestări în care este imposibil să se obțină material pentru cercetare prin metode neinvazive pe întreaga perioadă a bolii (toxoplasmoză, toxocariază, echinococoză etc ) Medicii curenți și asistenții de laborator din țara noastră au nevoie, de asemenea, de un minim de cunoștințe despre bolile parazitare de import tropical În diagnosticul lor, rolul diagnosticului de laborator este indispensabil Metodele de studii parazitologice sunt relativ simple, nu necesită echipamente complexe și costisitoare, cu toate acestea, acest lucru nu reduce valoarea lor diagnostică și nevoia de pregătire profesională a asistentului de laborator Este foarte important să interpretați corect rezultatele testelor de laborator Detectarea fiabilă și identificarea sigură a agentului patogen ne permit să considerăm rezultatul unui test de laborator ca fiind pozitiv În mod similar, o absență stabilită în mod fiabil a unui agent patogen în materialul de testat este considerată negativă în mod sigur Rezultatele false sunt uneori determinate de lipsa de profesionalism a asistentului de laborator de cercetare sau de lipsa de atenție a acestuia Cu toate acestea, mult mai des eficacitatea studiului este determinată de sensibilitatea metodei de cercetare și de specificul acesteia Aceste concepte au devenit larg răspândite în studiile serologice, în care reflectă calitatea sistemelor mes g utilizate În același timp, aceste concepte sunt destul de aplicabile (deși în practică METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ nu sunt întotdeauna luate în considerare) şi la examenele microscopice De exemplu, este bine cunoscut faptul că, în diagnosticul malariei, sensibilitatea unui test de picătură groasă este de până la de ori mai mare decât cea a unui frotiu subțire În ciuda acestui fapt, sensibilitatea metodei picături groase, efectuată conform standardelor OMS (examinarea a cel puțin de câmpuri vizuale timp de cel puțin minute), încă nu depășește % din cauza distribuției inegale a paraziților malariei în sânge, mai ales cu parazitemie scăzută Specificitatea metodelor de examinare microscopică nu este absolută și din alte motive, în special din cauza posibilității de identificare eronată a parazitului din cauza artefactelor care îl simulează Un motiv frecvent pentru eficacitatea insuficientă a metodei de microscopie pentru prezența chisturilor de protozoare sau a ouălor de helminți este inconsecvența producției lor cu fecale Astfel se explică necesitatea examinărilor repetate (de obicei de trei ori, cu o pauză de - zile) ale pacientului cu invazii și infecții intestinale O modalitate importantă de creștere a sensibilității multor metode de cercetare este, fără îndoială, metodele de concentrare a agenților patogeni care utilizează diverse proceduri cu proba de testat (precipitarea sau flotarea în studiul fecalelor și filtrarea prin filtre millipore (sânge, urină, LCR)) În general, trebuie luat în considerare faptul că în realitate nu există metode de diagnostic parazitologic de laborator cu sensibilitate de % sau specificitate de % Din experiență se știe că metodele extrem de sensibile pot fi utile în aplicațiile de screening (de exemplu, focare nosocomiale) În același timp, rezultatele negative ale examinării îi vor exclude în mod sigur pe cei infectați !!" patogen, iar cei pozitivi vor trebui investigate într-un mod mai specific pentru a exclude rezultatele fals pozitive În orice caz, încrederea într-un rezultat pozitiv al unui studiu parazitologic va crește dacă, pe lângă tipul de agent patogen detectat, asistentul de laborator indică și stadiul și cantitatea acestuia în câmpul vizual sau volumul materialului de testat (în µl de sânge, g de fecale etc ) Când se analizează și se interpretează rezultatele diagnosticelor serologice, ar trebui să se țină cont de fenomenul de incubație "imunologică", adică apariția anticorpilor sau formarea unei reacții cutanate la antigeni paraziți numai după o anumită perioadă de latentă, timp în care anticorpii nu sunt încă determinați prin metoda utilizată, iar testul cutanat nu a devenit încă pozitiv Tabelul poate servi ca o ilustrare a importanței unei interpretări competente a rezultatelor unui examen imunologic al unui pacient cu nya toxoplasmoză Volumul II - TEHNICI ANALITICE PRIVATE Tabelul I Interpretarea rezultatelor unei examinări imunologice a unui pacient pentru infecția cu toxoplasmă (conform lui Lysenko A Ya , ) Metoda de cercetare Interpretarea rezultatelor Test cutanat cu pacient infectat toxopl azm și nom (indicații pentru termeni infecție și natura cursului infecției KP nu dă) infecţia este absentă sau Infecția serologică cu titruri scăzute a avut loc doar la - săptămâni purtător de toxoplasmă din spate testare pentru (de nivel scăzut sau subclinic) antitoxoplasminare în UI/µl) infecție cronică infecție acută cu titruri mari de IgG nys, (ridicat până acum - manifestări clinice dizolvate în UI/µl) se datorează Toxoplasmoză serologic pozitivă toxoplasmoză congenitală cercetări asupra nou-născutului antitoxoplasmă IgM pozitivă în toxoplasmă proaspătă copii și adulți infecție sau recidivă De asemenea, trebuie amintit posibilitatea apariției reacțiilor serologice încrucișate în unele boli parazitare (toxocariază, opistorhiază etc ) METODE DE PREPARARE, PRELUCRARE ȘI STUDIUL PREPARATELOR Sânge Sângele este un țesut lichid al corpului, în ale cărui componente pot parazita protozoare (plasmodia malariană, tripanozomi, leishmania, babesia) și helminții (filariile, schistozomii) Pentru unii dintre ei, sângele este habitatul principal și formează un grup de paraziți din sânge Gakov plasmodia malaria, babesia, parazitând în eritrocite și tripanozomi, agenți cauzali ai bolii somnului, care trăiesc în plasma sanguină Leishmania - agenții cauzali ai leishmaniozei viscerale și toxoplasmei trăiesc în principal în macrofagele tisulare și apar rar în fluxul sanguin În ceea ce privește helminții, unul dintre ei, schistozomii adulți, trăiește constant în vasele venoase, dând naștere la ouă aici Dar acestea din urmă părăsesc imediat fluxul sanguin și se concentrează în intestine sau vezică urinară Pentru a le detecta, nu se examinează sângele, ci fecalele sau urina (vezi secțiunile și ) O conexiune deosebită cu sângele și un alt grup de helminți - filari- METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ id Filariile adulte trăiesc în vasele limfatice, iar larvele pe care le eclozează (microfilariile) intră în fluxul sanguin și supraviețuiesc mult timp în plasmă Pentru a detecta "paraziții din sânge", se examinează sângele integral, pregătindu-se din acesta un "frăt subțire" sau "picătură groasă", mai rar supunându-l centrifugării sau filtrării Aceste medicamente sunt examinate nativ (pentru tripanozomi și microfilarii) sau sub formă colorată Preparatele de sânge pentru microscopie sunt de obicei preparate pe lame de sticlă; eficiența detectării și identificării paraziților din sânge depinde în mare măsură de calitatea și puritatea acestora Serul si plasma sunt de asemenea examinate in teste serologice pentru a detecta anticorpii specifici antiparazitari * Plasmodium Malarial Plasmodiile malariale sunt reprezentanții cei mai răspândiți și invariabil patogeni ai paraziților din sângele protozoare Infecția cu malarie la om este cauzată de specii din genul Plasmodium: P falciparum, P vivax, P malaric și P ovale Prima provoacă malaria tropicală cu curgere malignă, care se termină adesea cu moartea, restul, respectiv malarie păcătoasă, de patru zile și ovală, care se caracterizează printr-un curs relativ benign / / I Biologia paraziților malariei Plasmodia malariană parazitează alternativ la două gazde: în corpul unui țânțar femel din genul Anopheles, în care se realizează reproducerea sexuală, sporogonia, și în corpul uman, reproducerea asexuată, schizogonia Faza inițială a schizogoniei are loc în celulele hepatice, hepatocite (schizogonie exoeritrocitară), cea ulterioară - în fluxul sanguin, în eritrocite (schizogonie eritrocitară) Dezvoltându-se în eritrocite, Plasmodium se hrănește cu hemoglobină și distruge eritrocitele afectate Toate manifestările patologice ale malariei (crize febrile, anemie, splenomegalie, afectarea SNC în malaria tropicală) sunt în întregime asociate cu schizogonia eritrocitară (ES) Diagnosticul de laborator al malariei se bazează pe detectarea în produsul sanguin al pacientului a oricăror stadii ale plasmodiei care se dezvoltă în eritrocite: trofozoiți (tineri și adulți), schizonți (imaturi și maturi), precum și forme sexuale, gametocite (masculi și femei) În acest caz, trebuie luate în considerare diferențele importante de ES în diferite tipuri de Plasmodium ) La P falciparum, ciclul ES începe în fluxul sanguin periferic, se termină în fluxul sanguin central, datorită reținerii eritrocitelor afectate în capilarele înguste ale organelor interne (creier, placentă etc ) Din acest motiv, la începutul infecției, asistentul de laborator vede doar trofozoiți tineri ("inele") în produsele din sânge Gametocitele se maturizează și în capilarele organelor interne și pentru prima dată ies în canalul periferic abia din a -a zi de boală Detectarea în sângele periferic a trofozoiților sau schizoților adulți de orice vârstă indică debutul cursului malign al malariei tropicale și un rezultat aproape fatal dacă medicul curant nu ia măsuri urgente La alte specii forme, mici Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE RI ES curge în întregime în canalul periferic ) Forma gametocitelor la P falciparum (Fig IA) are o valoare diagnostică diferențială inestimabilă - nu sunt rotunde, ca în alte tipuri de plasmodii, ci alungite ("lunare", "în formă de banană, cârnați") , De asemenea, diferă prin longevitate pronunțată: mor în - - săptămâni (în alte tipuri de plasmodii - în - zile) Prin urmare, detectarea gametocitelor P falciparum timp de multe zile după vindecarea pacientului (adică, încetarea ES) datorită acțiunii medicamentelor schizonticide este un fenomen comun, nu este un indicator al eșecului tratamentului ) Vârful ESH se repetă la Rfalciparum, P vivax și P ovarie la fiecare de ore, la P malariae - de ore ( zile) Atacurile de malarie apar în acea fază a ciclului ES când cea mai mare parte a eritrocitelor afectate este distrusă și indivizii fiice ai plasmodiilor (merozoiți) care au apărut din ele invadează globulele roșii proaspete, de exemplu două zile mai târziu în a treia sau trei zile mai târziu în a patra În perioada interictală (fără febră) în sânge în toate formele de malarie, cu excepția malariei tropicale, predomină trofozoiții și schizoții adulți, astfel încât ts sau alte stadii ale plasmodiei sunt prezente constant în sânge, până la încetarea completă a ES Așadar, recomandarea comună "de a lua sânge în punctul culminant al atacului" reflectă doar analfabetismul profesional al lucrătorului sanitar LL Metode de cercetare Principala, și adesea singura metodă de diagnosticare a malariei, este parazitologică În cazuri speciale (de exemplu, dacă este necesară identificarea unui donator care a infectat un receptor cu malarie), se folosesc metode serologice (RIF, ELISA) Principiul metodei parazitologice este microscopia preparatelor de sânge - un frotiu subțire și o picătură groasă Volumul sângelui examinat într-o picătură groasă este de - de ori mai mare decât într-un frotiu subțire și, prin urmare, un răspuns pozitiv poate fi dat după examinarea frotiului și unul negativ - numai după examinarea unei picături groase cu o lentilă de imersie timp de cel puțin minute, fără a vizualiza mai puțin de de câmpuri vizuale (standardul OMS) Reactivi și echipamente, amestecul lui Nikiforov, stoc comercial și soluție de lucru de colorant Romanovsky-Giemsa, lame de sticlă curate, recipient pentru pete cu punte sau hecol, microscop Prepararea produselor sanguine este o procedură importantă care determină eficacitatea diagnosticului microscopic al malariei Se prepară un frotiu subțire în același mod ca și pentru studiul morfologiei eritrocitelor (vezi pagina ) O picătură groasă se prepară în două moduri: ) o picătură de sânge la locul puncției (pe deget, lobul urechii) este atinsă cu o lamă de sticlă și picătura este distribuită într-o mișcare circulară la un diametru de - mm; este indicat să puneți picături pe o lamă de sticlă, precum și o lovitură de sânge între ele pentru marcare; ) pe o lamă de sticlă, se prepară mai întâi un frotiu ceva mai gros decât de obicei, apoi, în timp ce încă nu este uscat, i se aplică sau picături de sânge, care se răspândesc spontan în discuri uniforme Marcați medicamentul pe zona liberă a frotiului Picăturile groase trebuie să se usuce treptat fara incalzire, in conditii de protectie impotriva daunelor cauzate de insecte METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ Colorarea produselor sanguine se efectuează cu soluție de lucru - % de vopsea Romanovsky-Giemsa Diferite loturi de stocuri comerciale de vopsea pot varia considerabil în ceea ce privește conținutul de azur Utilizați moduri de a verifica conținutul de azur: ) testați colorarea frotiurilor și picăturilor groase pentru strălucirea culorii roșu-vișinii în nucleele leucocitelor sau nucleii paraziților malariei; ) extracția azurului cu cloroform sau eter: se adaugă ml de cloroform sau eter într-o eprubetă cu ml de soluție de vopsea de lucru, se agită conținutul și se notează schimbarea culorii substanței de extracție Cu o concentrație insuficientă de azur, cloroformul (sau eterul) capătă o culoare slab violet-roz La o astfel de vopsea, se recomandă adăugarea vopselei mature a lui Manson în proporție de - picături la ml Soluția de lucru a vopselei Romanovsky-Giemsa trebuie preparată în apă tampon cu un pH de , Pentru a face acest lucru, amestecați două soluții de bază de săruri de fosfat: ) Na HPO anhidru - , g la litru de apă distilată (sau Na HPO cristalin - , g la litru de apă); ) KH PO - , g la litru de apă distilată Soluțiile se păstrează separat și din ele se prepară apă tampon prin amestecarea a ml de Na HPO și ml de KH PO cu ml de apă distilată Soluțiile de săruri fosfatice și apă tampon sunt depozitate într-un recipient cu dop măcinat într-un frigider de uz casnic Procedura de colorare se desfășoară în cuve (rezervoare) de sticlă cu prize verticale pentru lamele de sticlă, iar în lipsa acestora, pe punți de două tije de sticlă paralele legate în perechi prin tuburi de cauciuc Picăturile groase sunt colorate timp de - de minute, frotiurile subțiri - - de minute După colorare, preparatele sunt spălate bine sub un jet slab de apă Trebuie avut grijă la spălarea picăturilor groase, pentru că în cazul în care se lovește un jet puternic de apă, picăturile se pot desprinde de pahar și preparatul va deveni inutilizabil Ordinea și scopul studiului produselor sanguine La prima examinare a unui pacient suspectat de malarie, se prepară un frotiu subțire și o picătură groasă (de preferință picături pe baza unui frotiu) Mai întâi, se examinează un frotiu subțire și apoi un cache-pot gros Există ținte unice și țintă specifică pentru malaria tropicală Primul scop este de a stabili prezența plasmodiei malariale în preparate, al doilea este de a le identifica la specie; un scop specific este de a determina intensitatea parazitismului Descoperirea Plasmodiumului Cu parazitemie ridicată, prezența agentului cauzal al malariei este stabilită în mod fiabil prin examinarea unui frotiu subțire Cu toate acestea, în acest caz, este recomandabil să se examineze și o picătură groasă, care poate ajuta la detectarea infecției mixte (cazurile sale nu sunt neobișnuite la africani) S-a stabilit că studiul a picături timp de , minute fiecare este mai productiv decât studiul uneia timp de minute Cu un rezultat negativ al vizualizării unui frotiu subțire, studiul unei picături groase devine absolut obligatoriu Profesionalismul unui asistent de laborator-microscopist în diagnosticul malariei este determinat de capacitatea sa de a examina nu un frotiu subțire, ci o picătură groasă Dovada prezenței plasmodiului malaric este descoperirea chiar și a unui parazit în orice stadiu de dezvoltare Cu toate acestea, ar trebui să fiți atenți să găsiți o singură formație similar cu un trofozoit inelar într-o picătură groasă, deoarece aspectul acestui stadiu al parazitului poate fi simulat printr-o combinație aleatorie Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE tanism de azur străin și material eozinofil La cea mai mică îndoială, sângele pacientului trebuie luat și reexaminat Identificarea speciei de Plasmodium este obligatorie și, în cazul P falciparuni, absolut esențială Este prezentată morfologia diferitelor tipuri de plasmodii într-un frotiu subțire (într-un astfel de preparat, forma lor naturală este aproape complet conservată) și într-o picătură groasă (forma este schimbată brusc în procesul de dehemoglobinizare la colorarea unei probe de sânge nefixate) în Fig A, B, C, D În lucrările practice, puteți folosi și determinantul dezvoltat de A E Belyaev Cheia agenților de malarie* a) într-un frotiu subțire; Educație întinsă pe fundalul unui eritrocit, cu unul sau mai multe nuclee de culoare roz, cireș sau rubin, cu citoplasmă albastră sau albastră de Plasmodium spp Există doar trofozoiți inelari (inele) și (sau) gametocite semilunare ale P falciparuni Există, de asemenea, trofozoiți și/sau schizoți mai mari Eritrocite afectate de același diametru sau mai mic decât cele neafectate Nu există granulare Trofozoiti compacti R shaiagiae - Eritrocitele afectate sunt marite, exista granularitate Cerealele sunt fine și foarte abundente Trofozoiți de obicei cu pseudopode distincte Nucleii sunt relativ mici P vivax - Boabele sunt relativ mari și rare Trofozoiții sunt compacti Nucleii sunt mari P oѵaie b) într-o picătură groasă: Formație mai mică decât un leucocit segmentat, având unul sau mai multe nuclee (de obicei roz, cireș sau rubin) și citoplasmă (de obicei albastru deschis sau albastru) de Plasmodium spp Există doar trofozoiți inelari (inele) și (sau) gametocite semilunare ale P falciparum - Există, de asemenea, trofozoiți și/sau schizoți mai mari Trofozoiții sunt de formă neregulată și adesea rupți în fragmente mici Resturile de globule roșii bolnave sunt adesea prezente în roz R vivah Trofozoiții sunt compacti și nu se rup niciodată în fragmente mici De obicei există resturi ale eritrocitelor afectate de culoare roz Nuclei mari P osha e Resturile eritrocitelor afectate nu sunt observate Nucleele sunt mici R taiagiae * Determinantul este construit pe principiul determinanților biologici convenționali Două afirmații combinate într-un singur paragraf se exclud reciproc Pentru a pune un diagnostic, se decide mai întâi dacă formațiunea este un parazit al malariei (punctul ) Cu o decizie pozitivă, mergeți la punctul și alegeți una dintre cele două afirmații Dacă numele vederii este la sfârșitul declarației selectate, acesta este METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ și există diagnosticul dorit, dacă numărul este un indiciu al articolului determinantului la care să mergeți Procesul se repetă până când se ajunge la numele speciei Notă: cu o infecție cu protozoare de origine zoonotică, rară la om în Rusia, în produsele sanguine se găsesc babesioze, paraziți intraeritronitari asemănători ca formă cu trofozoiții inelari P falciparum O trăsătură distinctivă importantă a babesiozei este că boala se dezvoltă numai la indivizii cu o splină îndepărtată Determinarea intensității parazitemiei la depistarea P falciparum este o informație extrem de importantă pentru medicul curant atunci când alege o strategie de tratament, evaluează eficacitatea acesteia și, de asemenea, prognosticul bolii O metodă suficient de precisă se reduce la calcularea numărului mediu de paraziți pe câmp vizual al unei picături groase Dacă există o mulțime de paraziți, atunci calculul se efectuează în p p , dacă este puțini la Numărul este indicat separat pentru etapele detectate ale parazitului, de exemplu, inele P falciparum +++, gametocite + În ceea ce privește numărul de inele OMS, sunt recomandate următoarele simboluri: - în p sp = + - în p sp =++ - în p z =++++ mai mult de în p z = ++++ mai mult de în p z = -H H-+ Tehnicienii de laborator cu un nivel ridicat de pregătire folosesc o metodă mai precisă, și anume, numără numărul de paraziți în raport cu numărul de leucocite De exemplu, într-o picătură groasă, s-au găsit de paraziți la de leucocite Presupunând că pacientul are de leucocite în µl de sânge, este ușor de stabilit: în câmpurile vizuale examinate - de leucocite și de paraziți µl conține de leucocite și X paraziți Prin urmare, în µl: x / = paraziți Calculul va fi și mai precis dacă introduceți în formulă un anumit număr de leucocite, mai degrabă decât estimat, la un anumit pacient Cu parazitemie foarte mare, intensitatea acesteia poate fi caracterizată prin numărul de paraziți la de eritrocite numărați într-un frotiu subțire Defecte în prepararea și colorarea produselor din sânge și cum să le eliminați: ) Separarea unei picături groase de lamă poate avea loc înainte de colorare (picătura a fost prea groasă) sau în timpul clătirii lamei după colorare (jetul de apă a fost foarte puternic) Defectul este ireparabil, examinarea pacientului trebuie repetată ) S-a fixat o picătură groasă din cauza apropierii de vapori de alcool sau foc Defectul este ireparabil, preparatul trebuie pregătit din nou ) Frotiul pătat și picătura groasă au o culoare albastru pal sau verzui Motiv: vopsea de calitate scăzută sau soluția acesteia a fost preparată în apă alcalină (Fig ) Defectul este corectabil: preparatele sunt scufundate în alcool de ° până când se decolorează complet și apoi colorate cu vopsea de înaltă calitate sub formă de linii subțiri fixe ) In preparat se gasesc bacterii, pesti, celule vegetale Ei pot lua medicamentul din apă contaminată sau din aer și simulare Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE pentru a determina diferitele stadii de dezvoltare a plasmodiei (Fig ) Uneori este necesar să se investigheze un alt preparat, folosind apă curată pentru a dilua vopseaua Notă: preparatele pozitive trebuie păstrate pentru un eventual control de către expert al corectitudinii diagnosticului, precum și în scopul utilizării lor în viitor în scopuri educaționale Tripanozomi Trypanosoma gambiense și T rhodesiense provoacă formele antroponotice și zoonotice ale tripanosomiazei africane sau, respectiv, boala somnului Metodele pentru diagnosticul lor de laborator sunt foarte dificile, dar extrem de importante, deoarece infecțiile pe care le provoacă sunt potențial detaliate biologia paraziților Tripanozomii sunt protozoare flagelate care se dezvoltă alternativ în două gazde: musca tse-tse (purtător) și corpul uman sau animalele sălbatice care trăiesc în Africa Au o formă extrem de polimorfă, dimensiunile lor fluctuează între - x , - , microni T gambiensc și T rhodesiense nu se disting microscopic Principalele elemente ale triplării sunt: corpul este alungit, nucleul este în mijloc, există o mică kinetoplastă în partea din spate, o membrană ondulată este situată de-a lungul celulei, a cărei parte anterioară se termină cu un flagel La locul mușcăturii de muște, tripanozomii tss-tse se înmulțesc, se formează un șancru tripanosomal, de aici parazitul se răspândește prin vasele limfatice și de sânge către organe și țesuturi, afectând în principal RES și SNC Tripanozomii trăiesc în plasma sanguină (și în alte fluide biologice), nu pătrund în celule Diagnosticul de laborator se bazează pe microscopia sângelui, precum și a aspiratelor ganglionilor limfatici (vezi secțiunea ), măduvei osoase (vezi secțiunea ), LCR (vezi secțiunea ) În laboratoarele de specialitate se efectuează biotestele pe animale și se folosesc metode imunologice Testele de sânge se bazează pe detectarea tripanozomilor în preparatele de sânge colorate cu Romanovsky Paraziții se găsesc în sânge într-un stadiu incipient al infecției Din cauza parazitemiei în general scăzute, testele cu frotiu subțire sau picături groase nu sunt foarte eficiente și se recomandă metode de concentrare a paraziților Metoda microhematocritului de concentrare a tripanozomilor este simplă și disponibilă Este necesar să aveți un tub capilar, o centrifugă cu microhematocrit, soluție de citrat de sodiu %, lungă lipicioasă și plastilină Din un deget după o puncție se aplică picături de sânge la o lamă de sticlă și la fiecare se adaugă picătură de soluție de citrat de sodiu Se amestecă și se umple în tub capilar / Capătul deschis al tubului este închis cu plastilină, centrifugat într-o centrifugă cu microhematocrit timp de min Puneți tubul pe o lamă de sticlă și fixați-l cu bandă adezivă La o mărire mică a microscopului ( x), se examinează zona dintre eritrocite și plasmă Pentru o mai bună recunoaștere a obiectelor mici care se zvârtesc, se folosește un teleobiectiv de x Identificarea tripanozomilor la nivelul speciei nu este posibilă; METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ spinos în formă și lungime, precum și în dimensiunea formațiunilor flagelare kinetoplastice - tripanozomi (Fig ) Leishmania Leishmania este un grup de protozoare flagelate provocând diverse forme de leishmanioză Doar leishmania viscerotropă, agenții cauzatori ai leishmaniozei viscerale, poate fi găsită în sânge Cel mai frecvent importat parazit al acestui grup în Federația Rusă, Leishmania infantum, este distribuit nu numai în țările îndepărtate (Franța, Spania, Portugalia, Italia) dar și în republicile sudice ale CSI (Tadjikistan, Turkmenistan, Uzbekistan, Kazahstan, Georgia, Azerbaidjan) Leishmanioza viscerală mediteraneană-centrală (copii) este o infecție severă cu protozoare care este fatală fără tratament Biologia agentului patogen L infanlum parazitează alternativ în două gazde - un purtător de țânțari, în care are loc reproducerea asexuată și în corpul unui șacal, vulpe sau om, provocând reticulohistiocitoză generalizată La țânțar, Leishmania este reprezentată de o formă flagelară (promastigot), în celulele RES este fără flageli (amastiota) Amasti-gota are o forma ovala sau rotunda de - x - microni cu un miez rotund de , - , microni În citoplasmă, se poate vedea un kinetotast rotunjit sau în formă de tijă Leishmania sunt paraziți intracelulari care se reproduc prin simplă diviziune La locul mușcăturii de țânțar, se formează un tubercul inflamator, din care Leishmania înmulțită este apoi răspândită prin organe și țesuturi, localizându-se în splină, măduva osoasă și sânge Majoritatea adulților infectați cu infecție cu Leishmania sunt asimptomatici Leishmanioza viscerală (LV) ca boală se dezvoltă la copiii mici cu imunitate insuficient formată sau suprimată Diagnosticul de laborator se bazează pe detectarea amastigotelor în punctatul ganglionilor limfatici (vezi pct ), aspiratul splinei sau măduvei osoase (vezi pct ) Din cauza parazitemiei slabe a Leishmania infantum în sânge, este dificil de detectat: acestea sunt detectate cu mare constanță în sângele celor infectați cu HIV, pe fondul imunodeficienței Se folosesc și metode de diagnostic cultural și imunologic Metode de cercetare a sângelui I Dacă nu este posibilă obţinerea unui aspirat de măduvă osoasă, o metodă alternativă de depistare a leishmaniei este studierea produselor sanguine Pregătiți și colorați frotiul și picătura groasă de sânge în același mod ca în secțiunea Studiul acestor medicamente face posibilă depistarea leishmania în % din cazurile de co-infecție VL/SIDA Notă: Apa tampon pentru prepararea unei soluții de lucru de vopsea Roma Nevsky-Giemsa trebuie să aibă un pH de , (nu , , ca în colorarea plasmodiei malariale) Se efectuează procedura de concentrare a leucocitelor (vezi secțiunea ) și se examinează preparatul colorat din stratul leucoc Eficiență în co-in-fskpy VL / SIDA - - % Metoda este disponibilă și vă permite să obțineți un răspuns suficient de rapid Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Identificarea Leishmania Preparatele sunt examinate sub imersie, Leishmania în ele se află de obicei în afara celulelor, dar adesea se găsesc în citoplasma celulelor mononucleare și a leucocitelor neutrofile; numărul de leishmanie dintr-o celulă poate ajunge la câteva zeci Au forma unor corpuri mici ovale sau rotunde, cu dimensiuni cuprinse între , și microni Citoplasma colorează albastru gri, nucleul roșu sau roșu-violet, kinetoplastul violet închis Prezența unui nucleu) și a unui kinetoplast este principala caracteristică care deosebește leishmania de trombocite, coci, celule de drojdie (vezi Fig ) microfilariile Un grup mare de helminți tropicali - filariile - provoacă nosoforme de filarioză la om Paraziții adulți trăiesc în diferite organe și țesuturi și nu sunt disponibili pentru identificare Obiectul diagnosticului parazitologic îl constituie larvele eclozate de filarii - microfilarii, concentrate în sânge ( specii) sau piele ( specii) Purtătorii de filarii sunt diferite tipuri de insecte care se infectează cu microfilarii în timpul sugării de sânge Biologia microfilariei În aparență, organisme destul de primitive, în formă de serpentină, al căror corp este umplut cu multe celule cu nuclee Multe specii de larve se află într-o coajă numită capac La unele specii, capacul iese peste capul și coada corpului Microfilariile, odata in sange (sau piele), stau in el o perioada indelungata, pana sunt capturate de o insecta sau pana mor Microfilariile paraziților adulți care trăiesc în vasele limfatice intră în fluxul sanguin periferic doar noaptea, trecând în fluxul sanguin central în timpul zilei Diagnosticul de laborator se bazează pe detectarea (la o anumită oră a zilei) și identificarea microfilariilor din produsele sanguine Metode de cercetare Microfilariile care apar în sângele periferic sunt detectate prin una din metode: examinarea picăturii groase, filtrarea sângelui printr-un filtru membranar, concentrația sângelui venos hemolizat Din sângele obținut dintr-un deget se prepară o picătură groasă, volumul său ar trebui să fie de și, de preferință, μl Lăsați preparatul să se usuce timp de sau de ore Efectuați dehemoglobinizarea prin introducerea medicamentului timp de - minute în apă de la robinet sau distilată Se usucă bine la aer, se pune în alcool etilic timp de - de secunde și se usucă din nou Se pune preparatul fix într-o soluție de vopsea Romanovsky-Giemsa cu un pH de , - , timp de - de minute, în funcție de concentrația soluției de lucru Clătiți preparatul timp de - minute în apă tampon, uscați lama în poziție verticală Concentrația de microfilarii prin filtrarea sângelui printr-un filtru cu membrană se realizează pentru a determina abundența microfilariilor în sânge, mai rar în scopul detectării și identificării (cu o intensitate scăzută a microfilariozei) Utilizați millipore (celuloză) sau nuclesopore- METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ filtru de ieșire (policarbonat) Echipament și reactivi necesari: seringă de ml, suport pentru filtru, set de filtre ( mm în diametru, - µm poros), soluție de citrat de sodiu , % ml de sânge integral proaspăt cu un anticoagulant este trecut sub presiunea unui piston de seringă printr-un suport de filtru Umpleți seringa cu apă sau soluție salină și clătiți filtrul pentru a îndepărta orice reziduu de sânge Utilizați o seringă pentru a purja camera cu aer Scoateți filtrul, așezați-l pe o lamă de sticlă, aplicați o picătură de soluție salină, acoperiți cu o lametă și examinați în forma sa nativă; filtrul poate fi fixat în alcool, uscat și colorat conform Romanovsky y-Giemsa (vezi și secțiunea ) Concentrația de microfilarii conform metodei Knott Metoda este foarte sensibilă și ieftină Iau ml de sange dintr-o vena si il pun intr-un tub de centrifuga cu ml de formol % Agitați energic, eritrocitele sunt lizate Centrifugați tubul la rpm timp de minute Se îndepărtează supernatantul, precipitatul este examinat sub o lamelă la o mărire mică a microscopului Din porțiunea rămasă de precipitat, se prepară o picătură groasă pe o lamă de sticlă, se usucă bine și se colorează conform Romanovsky-Giemsa Identificarea microfilariilor În preparatele native, prezența microfilariilor este determinată de mobilitatea lor caracteristică Identificarea speciilor se realizează pe preparate colorate conform Romanovsky-Giemsa sau, de preferință, conform Heidenhain Principalii markeri: prezența unui capac, localizarea nucleelor, forma cozii, dimensiunea (Fig ) Măduva osoasă Măduva osoasă infectează o singură specie de parazit, protozoarul Lcishmania infantum (vezi pct ) Ca și în alte organe (splină, ficat), leuimania parazitează intracelular, în celulele RES Studiul BM este principala metodă de diagnostic parazitologic al leishmaniozei viscerale O probă de BM se prelevează prin aspirarea acesteia cu o seringă din stern, creasta iliacă antero-superioară sau din epifiza tibială (la copiii sub ani) Pregătirea și colorarea preparatelor Aspiratul rezultat este transferat imediat pe lame de sticlă curate, degresate, iar frotiurile subțiri sunt pregătite cu grijă, fără a distruge celulele Frotiurile se usucă rapid în aer sau cu un uscător de păr Cavitățile de grăsime sunt clar vizibile pe un frotiu uscat, iar acest lucru indică faptul că frotiul a fost făcut din CM, și nu din sânge Frotiurile sunt colorate conform Romanowsky-Giemsa, similar cu frotiurile subțiri de sânge (vezi secțiunea ) Identificarea leishmaniei necesită anumite cunoștințe Leishmania Amaspigot în preparat, de regulă, este mică, mai des situată în afara celulelor Sunt mici, au o formă rotunjită și alungită, lungime de - microni, lățime de - microni Citoplasma este colorată cu albastru, nucleul roșu-violet Lângă nucleu se află o kinetoplastă - o formațiune în formă de tijă, colorată mai intens decât nucleul (Fig ) Studiul KM va da un rezultat pozitiv în - % din cazuri (oarecum mai puțin eficient decât studiul parte a capului fără carcasă în sânge în piele cu o carcasă f'" nucleii sunt situati pana la varful cozii fără carcasă fără carcasă partea caudala partea caudala este ingrosata cu nuclei distinct fara ingrosare, lungimea partii capului lungimea partii capului este de ori latimea acesteia ■ i nucleii nu ajung la vârful cozii, lungimea capului este egală cu lățimea acestuia nucleii sunt localizați până la vârful cozii, coada este rotunjită -II sâmburii nu ajung la vârful cozii, larva este mică, subțire loa loa nuclee situate până la vârful cozii, larva este mică, subțire, cu o coadă sub formă de cârlig -P nucleii nu ajung la vârful cozii, larva este groasă Guidia taiaoui Wuchoreria bancrofti Manscnolla perstans Mansoneta ozzardi Mansonaffa stiaptocerca Onchocorca vyvikіz Orez Morfologia și caracteristicile distinctive ale microfilariilor găsite la om METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ aspirat de splină, dar mai mult decât biopsia ganglionilor limfatici) Lichidul cefalorahidian Lichidul cefalorahidian (LCR) este un lichid care circulă în ventriculii creierului și între pia și meningele arahnoidiene LCR se obține prin puncție lombară, suboccipitală sau ventriculară Cantitatea de lichid extrasă fără a dăuna pacientului este de - ml Datorită conținutului de substanțe citotoxice din LCR care distrug compoziția celulară, LCR trebuie livrat la laborator imediat după primire! La o examinare macroscopică a LCR, se acordă atenție culorii și transparenței sale: un lichid normal este incolor, nu este diferit de apa de la robinet, transparent LCR normal conține o cantitate mică de proteine ( , - , g/l) și celule ( - celule/µl) O creștere a numărului de celule (citoză) și o modificare a compoziției acestora pot indica anumite boli, inclusiv etiologia parazitară Astfel, detectarea pleocitozei limfoide în LCR cu prezența histiocitelor, macrofagelor sau a granulocitelor eozinofile cu grad mare de probabilitate poate indica cisticercoza creierului Și mai evidentă pentru diagnosticul bolii parazitare a SNC este detectarea directă a agentului patogen în LCR Tripanozomii se găsesc cel mai constant în LCR (vezi Secțiunea ), iar Toxoplasma este rară acanthamsba negleria, precum și helminții trichinella, strongyloid și echinococcus Tripanozomii din LCR apar târziu în infecție atunci când apar simptome de implicare a SNC Pentru a le detecta, se prepară un frotiu nativ din sedimentul LCR după centrifugare LCR obținut prin puncție lombară este centrifugat timp de minute la rpm Aruncați supernatantul și păstrați-l pentru alte analize Resuspendați sedimentul într-o cantitate mică de LCR rămânând în partea de jos a eprubetei, bătând pe ultimul deget Puneți o picătură de sediment de LCR resuspendat pe o lamă de sticlă curată și uscată Acoperiți-l imediat cu o lametă Așteptați câteva minute până când curenții de convecție se opresc Examinați diapozitivul la mărire mică și mare, pentru a confirma prezența tripanozomilor vii, priviți prin întregul diapozitiv, începând de la margini, deoarece tripanozomii sunt adesea concentrați chiar de-a lungul marginii diapozitivului Din precipitat poate fi preparat un frotiu, fixat și colorat conform Romanovsky-Giemsa (vezi secțiunea ) Toxoplasma din LCR poate fi găsită uneori la pacienții cu toxoplasmoză acută Examinați preparatul din sedimentul LCR după centrifugare I Іri colorație conform Romanovsky-Giemsa, citoplasma devine albastră, nucleul - roșu închis Toxoplasma păstrează o formă de semilună, un capăt este ascuțit, celălalt este rotunjit Dimensiunile sunt mici, x microni Trichinella în stadiul larvar pătrunde uneori în LCR, în special la pacienții cu trichineloză severă - ml de CSF cens sunt refugiați timp de minute la rpm Se îndepărtează supernatantul și se examinează direct sedimentul pentru prezența Trichinella la un microscop cu mărire redusă Volumul P - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Acanthamoeba și negleria sunt protozoare cu viață liberă care pot provoca encefalită granulomatoasă și meningoencefalită acută atunci când intră în creier (cel mai adesea când intră în cavitățile nazale cu apă) Diagnosticul de laborator este destul de complicat, dar importanța sa poate fi cu greu supraestimată, având în vedere că înfrângerea sistemului nervos central de către acanthamoeba și neglsria se termină în majoritatea cazurilor letal Diagnosticul se bazează pe detectarea acestor amebe saprofite în preparatele LCR native sau colorate Se folosesc și metode culturale Colorarea Giemsa-Wright a preparatelor Se prepară un frotiu subțire, se fixează în alcool metilic timp de min, se usucă, se scufundă de ori într-o soluție tamponată de eozină, colorantul rămas se îndepărtează cu hârtie de filtru, se scufundă de ori într-o soluție tamponată de triazină, se îndepărtează vopseaua reziduală , clătit de ori, scufundat în apă de la robinet Se usucă prin ștergere și se examinează sub o lentilă de imersie Rezultat: trofozoiți și chisturi violete Colorarea tricrom - vezi secțiunea Cultivare Acanthamoeba se cultivă pe mediu Culberston, pe care se înmulțesc bine Procedura pregătitoare: ) Pregătesc o soluție de sulfat de neomicină - , % în apă distilată sterilă ) Se prepară o suspensie de nistatin în apă distilată care conține UI/ml ) Se prepară agar separat: g bacto agar la ml , % NaCL ) Se folosește o suspensie de Aerobacter aerogenes în bulion de soia tripsinizat, pot fi folosite atât bacterii vii, cât și bacterii ucise ( ml dintr-o suspensie de bacterii vii se pun într-un balon cu dop, se încălzește într-o baie de apă la °C timp de min) , apoi se păstrează la congelat până la utilizare) Mediu de preparare: se amestecă ml din fiecare soluție antibacteriană, se adaugă ml suspensie cu bacterii omorâte și ml apă distilată sterilă Se adaugă ml de agar % topit și răcit, toate ingredientele se amestecă la °C într-o baie de apă Amestecul preparat se toarnă în vase Petri, câte ml în fiecare vas , ml dintr-o suspensie de Aerobacter aerogenes vii se coboară în centrul vasului și se distribuie sub forma unei zone de - mm în diametru Suprafaţa cupei se usucă la temperatura camerei sau °C peste noapte Introducerea materialului de testat: pe suprafata mediului din centru se aplica cu grija o picatura de LCR Se inoculeaza vase, una dintre ele se incubeaza la °C, cealalta la °C Pentru a preveni uscarea mediului, cupele sunt sigilate cu bandă adezivă Stabil pentru creșterea amibelor în jurul locației materialului de testat timp de - zile Pentru identificarea amibelor se observă unul dintre trofozoiți, constatându-se prezența unei vacuole contractile care apar și dispar instantaneu Prezența unei vacuole acanthameba diferă de artefacte După - zile, nu începe formarea chistului Când toţi trofozoiţii METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ (din cauza epuizării nutrienților) enchist chisturile sunt grupate în grămezi: pentru un cercetător neexperimentat ele par a fi cristale Cultura poate fi folosită și pentru a pregăti lamele pentru microscopie Pentru a face acest lucru, o lamă de sticlă sterilă este plasată pe suprafața mediului, iar amibele care aderă la acesta sunt fixate și colorate (vezi mai sus) Dacă se suspectează negleriaza, se folosește și un studiu de cultură folosind mediu Nelson modificat Se prepară prin adăugarea următoarelor ingrediente în soluția salină a lui Page: a) , % extract de ficat; b) OD% soluție de glucoză Autoclavați ambele componente La acest amestec se adaugă , ml de ser bovin % inactivat la °C timp de minute Soluția paginii: , mM MgSO x H O , mg% , m M CaC x H O , mg% , mM Na HPO , mg% , mM KH PO , mg% , mM NaCl , mg% , ml apă distilată Fiecare sare se dizolvă separat în ml apă distilată Soluția de lucru se prepară amestecând ml din fiecare soluție salină cu apă distilată, aducând volumul total la ml Tubul este incubat la - °C Examinați după de ore pentru a detecta chisturile de amibe și trofozoiții Identificare: Există o metodă destul de simplă de diferențiere a Acanthamoeba de Neglsria Când în cultură se adaugă bou distilat, dacă în cultură se găsește negleria, apar ameba flagelata Ganglioni limfatici Leishmania și tripanozomii pot fi găsite în ganglionii limfatici măriți Prezența toxoplasmei în L U poate fi confirmată doar prin teste biologice pe șoareci Recoltarea probei se efectuează prin biopsie LU cu o ceață de injecție Celulele și lichidul care au intrat în orificiul acului sunt stoarse cu o seringă goală direct pe o lamă de sticlă sau într-o picătură de soluție salină pe aceasta Pregătirea și analiza preparatelor Pentru a detecta Leishmania se prepară un frotiu subțire, supus fixării și colorării conform Romanovsko-mu-Giemsa Prezența tripanozomilor poate fi determinată de mobilitatea lor într-un preparat umed și, prin urmare, un specimen de biopsie din LU este introdus într-o picătură de soluție salină pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și examinată cu atenție la mărire mare, ținând cont de faptul că tripanozomii pot dispărea din câmpul vizual pentru o perioadă de timp, ascunzându-se sub straturi de celule Rezultat: eficacitatea studiului de aspirare ganglionară pentru Leishmania palis este semnificativ mai mică decât cea a KM ( - %) Tripanozomi în uveli Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE În stadiile incipiente ale ganglionilor limfatici cervicali, infecţiile sunt detectate mai des decât în sânge Identificarea Leishmania - vezi secțiunea Tripanozomii atrag atenția prin mișcări viguroase, dimensiunea lor ( microni lungime) depășește dimensiunea celulelor din biopsie Fecale Fecalele sunt excreția cea mai abundentă și complexă a corpului uman În el, studiul dezvăluie etapele de propagare a aproape întregului set de paraziți și alți simbioți care trăiesc în tractul digestiv Locuitorii tractului digestiv sunt de obicei combinați în două grupe: "cele mai simple intestine și helminți intestinali" Grupul de protozoare intestinale include nu numai specii patogene, ci și nepatogene morfologic uneori dificil de distins de agenți patogeni Cunoștințele lor sunt necesare pentru diagnosticul diferențial al infecțiilor parazitare Ouăle unui număr de helminți sunt, de asemenea, excretate cu fecale, adulții cărora trăiesc în afara intestinelor, de exemplu, paragonim, care trăiește în tractul respirator și schistozomii intestinali și japonezi, care sunt localizați în sistemul venos mezenteric Ca urmare, stadiile vegetative și chisturile a peste de specii de protozoare și ouă și larve ale multor specii de helminți pot fi găsite în fecale, cele mai frecvent întâlnite dintre ele pe teritoriul Federației Ruse sunt prezentate în tabelul Probabilitatea prezenței și detectării obiectelor parazitologice în probele fecale este determinată în mare măsură de consistența bazinului Stadiile vegetative ale protozoarelor se găsesc de obicei în fecale lichide sau moi și aproape niciodată în scaune formate În schimb, chisturile protozoare din scaunele moale sunt extrem de rare, cu excepția cazului în care se obțin fecale lichide după o clisma de curățare: în acest caz, atât stadiile vegetative, cât și chisturile pot fi detectate în probă De obicei, chisturile se găsesc numai în scaunul decorat Ouăle de helminți pot fi găsite atât în scaunele lichide, cât și în cele formate, cu toate acestea, ele nu se găsesc întotdeauna în fecalele foarte diluate din cauza numărului lor mic în probă I (și rezultatele studiului scaunului sunt puternic influențate de momentul primirii și depozitării materialului în laborator Dacă se suspectează dizenteria amibiană, fecalele pentru studiu trebuie primite imediat (nu mai târziu de jumătate de oră) ) după defecare, în formă caldă În eșantionul din fecale calde, stadiile vegetative și alte amibe și flagelate Probabilitatea de a detecta stadiile vegetative ale protozoarelor este destul de mare chiar dacă probele de fecale proaspete după ce sunt prelevate sau primite de către laboratorul se pun intr-un lichid de conservare (vezi mai jos) Probele de fecale formalizate se pot pastra - ore la frigider la °C sau se pot pune intr-un lichid conservant Metode de cercetare macroscopică Metodele de cercetare macroscopică vizează căutarea exemplarelor adulte de helminți (de exemplu, oxiuri, viermi rotunzi) sau a fragmentelor acestora (colective) METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ bufnițe, segmente și părți ale strobililor cestodelor) Se folosesc două metode: metoda de elutriare și metoda de decantare masa Paraziți și alți simbioți ai tractului digestiv Diagnosticarea protozoarelor Diagnosticarea helminților etapa scenica A Patogen Balantidium coli - balantidium T, C* Ancylostoma duodenale - vierme I Blastocystis hominis - blastocyst m, c Ascans lumbricoides - Ascaris I Cryptosporidium parvum - Cryptosporidium o Clonorchis sinensis - Clonorchis I Cyclospora caetanensis - cyclospore o Dicrocoelium lanceatum - fluke lanceolat I Dientamoeba fragilis - dkentamsba T Diphillobothrium latum - tenia lată I Entamoeba histolytica - entameba dizenterică etc Enterobius vennicularis - oxiuri i Isospora belii - coccidiile intestinale sau Fasciola hepatica - dorlodul hepatic I Lamblia intestinalis - lamblia T Ts Fasciolopsis buski i Sacrocystis bovihominîs - sarcochist bovin o Hymenolepis nana - tenia pitică i Sacrocystis suihominis - sarcochist porcin B Nepatogen o Necator americanus - Opisthorchis felincus - dorlodul pisicii Chilomastix mesnili aka Paragonimus westermani - I Endoliinax nana T Ts paragonim Entamoeba coli T Ts Schistosoma japonicum - I Entamoeba dispar T C schistozom japonez Entamoeba gingivalis T Schistosoma mansoni - I Entamoeba hartmani T C Schistozomul lui Manson Fntamocba polecki T Ts Strongyloides stercoralis - (I), l Enteromonas hominis T Ts acnee intestinală lodamocba butschlei T Ts Taenia solium - I, Retortamonas intestinalis Т Ц articulații de porc de tenie Trichomonas hominis T Taeniarhynchus saginatus I, Tenia Trichomonas tenax Trichocephalus trichiurus - Viermele Trichostrongylus spp segmentele I I * T - trofozoiti (forme vegetative): ID - nisturi: O - oochisturi; sunt ouă; L - larve Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE metoda de elutriare Este simplu și destul de eficient să vizualizați materiile fecale diluate în apă în cuve fotografice sau în plăci Petri Progresul cercetării Fecalele sunt amestecate cu apă până se formează o suspensie uniformă, după care suspensia este examinată în porții mici pe un fundal întunecat în cuve fotografice sau vase Petri Îndepărtați toate particulele albe suspecte cu o pensetă sau cu ace de disecție Formațiunile suspecte de fragmente de helminți se pun pe o lamă de sticlă într-o picătură de soluție de glicerină % sau apă, acoperire! cu o altă lamă de sticlă și examinați cu un podloup și, dacă este necesar - la microscop Identificarea nematozilor detectați este simplă: helminții sunt examinați vizual (ascaris, vierme) sau sub lupă (oxiuri) Helminții de bandă sunt determinați de structura segmentului Un segment lung îngust este caracteristic teniei de bovine și de porc, un segment scurt și plat este caracteristic unei tenii late Tipul de tenia se stabileste in functie de structura uterului: daca are forma unei rozete, este o panglica lata, daca are - de ramuri laterale, este o tenia bovina, daca - este un tenia de porc Este posibil să se stabilească faptul de descărcare completă a cestodelor mari după deparazitare prin examinarea capătului îngust al capului cu mărire redusă: prezența a patru ventuze cu cârlige - porcine, fără cârlige - bovine, cu două fante (boiriya) - panglică largă Metoda de decontare ) Fecalele se pun într-un cilindru și se umplu cu - volume de apă ) I Іср se amestecă până când se formează o suspensie omogenă și se lasă să se stabilească timp de - minute ) Stratul de supernatant al lichidului este drenat ) Se adaugă din nou - volume de apă în sediment, se amestecă, se lasă să se depună ) Se adaugă din nou - volume de apă în sediment ) Se amestecă până se formează o suspensie omogenă și se lasă să stea - minute ) Apoi repetați din nou operațiunile indicate în paragrafele - ) Studiul suplimentar al sedimentului spălat de trei ori se efectuează conform metodei de elutriare Examinarea macroscopică poate evidenția helminții enumerați în secțiunea , precum și mase sângeroase-mucoase - un indiciu important al prezenței probabile a colitei ulcerative amebiane la un pacient În aceste cazuri, materialul este supus unei examinări microscopice prioritare Metode de cercetare microscopică Stadiile de diagnostic ale obiectelor parazitologice pot fi detectate microscopic într-un frotiu nativ preparat din fecale propriu-zis, dar mai des probele fecale sunt prelucrate preliminar pentru a METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ colorarea sau concentrarea obiectelor parazitologice în ele și pregătirea preparatelor pentru microscopie din partea îmbogățită a probelor Metodele de pregătire a preparatelor pentru cercetarea parazitologică diferă semnificativ în funcție de scopul analizei, unele dintre ele sunt folosite pentru a detecta doar un anumit tip de parazit, altele sunt la fel de potrivite pentru detectarea diferitelor stadii și tipuri de paraziți Situația parazitologică actuală din Federația Rusă este caracterizată de o serie de caracteristici care lasă o amprentă vizibilă asupra activității laboratoarelor de diagnostic În primul rând, în timp ce parazitoza intestinală este încă răspândită, s-a înregistrat o scădere generală a intensității infecțiilor/invaziilor Această circumstanță necesită utilizarea celor mai eficiente metode de examinare a probelor de fecale A doua caracteristică este frecvența crescândă a importului de paraziți intestinali din țările în curs de dezvoltare din Asia și Africa atât de către străini, cât și de către ruși A treia caracteristică este importanța crescândă a parazitozelor asociate SIDA în patologia multor oameni Aceste caracteristici ale situației parazitologice din țara noastră predetermină necesitatea schimbării tacticii muncii de diagnostic: orice probă de fecale trimisă la laborator pentru cercetare parazitologică trebuie supusă unui studiu cuprinzător (simultan sau paralel) al întregului grup de locuitori intestinali - protozoare și helminți Identificarea cazurilor de infecții/invazii mixte, în special în grupurile de risc pentru infecția cu HIV și SIDA, devine o sarcină care este direct legată de sănătatea și calitatea vieții persoanelor aflate în risc Sub rezerva acestor prevederi, toate metodele propuse anterior pentru detectarea unui singur protozoare sau helminți sunt discutate mai jos împreună, cu note cu privire la cele destinate în mod special pentru detectarea numai a anumitor tipuri de protozoare sau helminți L Colectarea, livrarea și conservarea probelor Probele de fecale sunt colectate în recipiente uscate impermeabile - borcane din sticlă sau polimeri, cupe cerate Nu trebuie să conțină urme de substanțe chimice care au un efect dăunător asupra fazelor vegetative delicate ale larvelor de protozoare și helminți Probele de fecale nu trebuie să conțină urină, deci sunt prelevate dintr-o cratiță sau oală Prelevarea de fecale este nedorită la pacienții care iau medicamente antiparazitare care au fost supuși fluoroscopiei cu bariu cu puțin timp înainte de examinare sau după clisme cu ulei Livrarea probelor de fecale la laborator ar trebui să fie cât mai curând posibil după colectare, de ex cald (vezi mai sus) Fecalele formate pentru a fi examinate pentru ouă de helminți și chisturi de protozoare pot fi păstrate într-o hotă la temperatura camerei sau, de preferință, într-un frigider la °C în timpul zilei de lucru În cazul unei întârzieri inevitabile în livrarea probelor către laborator sau dacă nu este posibilă examinarea acestora în ziua livrării, probele trebuie plasate într-un lichid conservant Utilizarea conservanților oferă rezultate suficient de fiabile în studiul materialului livrat cu întârziere, precum și posibilitatea unei distribuții mai uniforme Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE lniya volumul de muncă al personalului de laborator Durata de conservare a stadiilor vegetative si a chisturilor de protozoare si a oualor de helminti in conservanti permite, in cazuri dificil de diagnosticat, trimiterea materialului conservat spre consultare la un laborator de specialitate Un astfel de material, care conține protozoare sau helminți identificați cu precizie, poate fi folosit în scopuri educaționale, precum și pentru testarea cunoștințelor lucrătorilor de laborator Au fost propuse multe formulări de conservanți, destinate separat pentru ouă și larve de helminți, pentru trofozoiți și chisturi de protozoare sau ambele Unii conservanți au o selectivitate largă, alții foarte îngustă, dar această caracteristică a acțiunii lor nu se corelează întotdeauna cu eficacitatea lor Cei mai cunoscuți conservanți cu selectivitate diferită de acțiune sunt prezentați în Tabelul Tabelul Prescripții de conservanți cu diferite selectivități de acțiune Denumire Reactivi Raport fecale/conservant Obiectul și durata depozitării Conservant ІDurenkova - soluție de azotat de sodiu , % - ml - soluție apoasă de Lugol - ml - formol % - ml - glicerină - ml : lanceolate, schistozom Msnsoni oncosfera teniid, până la an Lichid Barbagallo - sare de masă - g - formol % - ml - apă distilată - nya : , : La fel (umplere cu soluție fierbinte) Detergenți (detergenți) comerciale, diverse firme : , : La fel + ouă de oxiuri și tricostrongilide, până la luni + larve stropgiloide și id-anchilostoma - până la zile Conservant Safaraliyev - albastru de metilen - , g - sulfat de zinc Soluție apoasă % - , ml - formol comercial - ml - acid acetic conc - ml cristal de enol - , g : Forme vegetative și chistice de protozoare, până la an Lichid Brook și Holman (conservant cu PVA) - glicerol - , ml - acid acetic, glacial - ml lichid Shaudin - , ml - alcool polivinilic (pulbere) : Forme vegetative și chistice de protozoare, pe termen lung METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ Metode de preparare Frotiu nativ (proaspăt nepătat) Este o suspensie de fecale într-o picătură de apă, ser fiziologic sau o soluție % de glicerină (aceasta din urmă oferă clarificarea materialului, facilitând detectarea ouălor de helminți și împiedică uscarea medicamentului) Un avantaj important al unui frotiu nativ este capacitatea de a detecta, pe lângă ouăle de helminți, și stadiile vegetative ale protozoarelor (uneori identificarea lor prin natura mișcării) Procedura de gătit Aplicați picături de soluție salină pe o lamă de sticlă Particulele din materialul de testat sunt luate cu o tijă de sticlă (de lemn), puțin mai mult decât un cap de chibrit ( - mg) și amestecate bine într-o picătură de lichid Amestecul este acoperit cu o lametă, astfel încât să nu se formeze bule de aer Pentru a face acest lucru, atingeți mai întâi amestecul cu un capăt al lamei, apoi coborâți-l cu atenție pe întreaga picătură Frotiul trebuie să fie de grosime medie, nu prea transparent, dar tulbureala sa trebuie să fie astfel încât textul unui ziar să poată fi citit liber prin el Examinarea microscopică a unui frotiu proaspăt trebuie efectuată în conformitate cu următoarele reguli: ) Iluminarea preparatului nu trebuie să fie puternică Iluminarea corectă se realizează prin poziția adecvată a condensatorului, care ar trebui să fie coborâtă cu cât mai mult, cu atât sursa de lumină este mai puternică Este necesar să se verifice prezența unui filtru de lumină ) Preparatul trebuie privit mai întâi cu un microscop cu mărire redusă și apoi cu un sistem uscat de mărire mare Sistemul de imersie este rar folosit la vizualizarea preparatelor proaspete valoare de diagnostic Într-un frotiu nativ, protozoarele intestinale și chisturile lor sunt incolore, diferă de fundal doar prin refracția luminii Cu toate acestea, este foarte semnificativ faptul că etapele vegetative din preparatul preparat în soluție salină prezintă mobilitate caracteristică acestei specii, ceea ce contribuie la depistarea lor Într-un frotiu nativ, se pot recunoaște hematofagele E histolytica, chisturile de ameba și Giardia și ouăle și larvele de helminți (dacă numărul lor depășește la g de fecale) Cu o intensitate scăzută a invaziei, sensibilitatea unui frotiu nativ în raport cu ouăle de helminți nu este suficient de mare În laboratoarele moderne, diagnosticul de protozoare se realizează în paralel folosind un frotiu nativ și un frotiu tratat cu soluție Lugol, diagnosticul ouălor de helminți se realizează folosind frotiuri native sau un frotiu gros Kato (vezi mai jos) Un frotiu nativ tratat cu soluție Lugol este conceput pentru a detecta și identifica chisturile protozoare Necesar: soluția Lugol tobogane și lame de acoperire, bețe de lemn (sticlă) Soluția Lugol se prepară după diverse rețete (tabelul ) Volumul I - TEHNICA ANALITICA PRIVATA! Yulogii Tabelul Rețete pentru prepararea soluției Lugol Reactivi Iod cristalin Iodură de potasiu Apă distilată Cantitate in diferite retete # # # g g g g g Sud ml ml ml Mod de preparare: mai întâi se dizolvă iodură de potasiu, apoi se adaugă! iod cristalin Soluția trebuie păstrată într-o sticlă de sticlă închisă la culoare, cu dop măcinat Termenul de adecvare la muncă - nu mai mult de săptămâni din momentul pregătirii Pregătiți unul sau două frotiuri saline native pe o lamă de sticlă, așa cum este descris mai sus Dacă există un singur frotiu, atunci acesta este mai întâi examinat într-o formă necolorată pentru a identifica stadiile vegetative mobile ale protozoarelor, apoi se adaugă o picătură de soluție Lugol Dacă există două frotiuri, unul este examinat pentru prezența stadiilor vegetative ale ouălor de protozoare și helminți, celălalt este tratat cu soluție Lugol În acest din urmă caz, o picătură de soluție este aplicată la marginea lamei, în timp ce iodul difuzează în frotiu, colorându-l cu intensitate diferită pe măsură ce pătrunde în diferite părți ale frotiului Avantajul unui frotiu tratat cu soluția Lugol este capacitatea de a detecta cele mai simple detalii morfologice importante în chisturile care sunt invizibile într-un frotiu nativ necolorat Stadiile vegetative ale protozoarelor mor rapid sub influența iodului; prin urmare, tratamentul cu soluție de Lugol trebuie efectuat întotdeauna după o examinare preliminară a unui frotiu nativ proaspăt Studiul preparatelor tratate cu soluția de Lugol se realizează în același mod ca și preparatele proaspete necolorate Colorarea chisturilor cu iod are loc după - minute de la preparare În primul rând, întregul preparat este examinat cu o mărire mică, la care chisturile sunt vizibile sub formă de formațiuni rotunde sau ovale, bine definite, de culoare maro-gălbui Ei colorează selectiv structurile nucleare, vacuolele de glicogen și alte incluziuni După examinarea preparatului cu mărire mică, acesta este examinat cu atenție cu un sistem uscat de mărire mare; în cazuri rare, trebuie să utilizați un sistem de imersie Compararea tuturor semnelor dezvăluite după colorarea cu iod permite, într-o parte semnificativă a cazurilor, să se determine cu certitudine specia chisturilor detectate , metoda Kato frotiu gros Principiul metodei este studiul unui eșantion mai mare de fecale pentru ouăle de helminți prin clarificarea frotiului cu un amestec Kato Progresul cercetării Se prepară ingredientele necesare: plăci de acoperire din celofan, soluție apoasă de verde malachit %, soluție apoasă de fenol % Amestecul Kato este preparat în prealabil din substanțele enumerate, care pot fi păstrate mult timp la temperatura camerei într-o sticlă cu dop măcinat Procedura de preparare a amestecului: ml de % METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ fenolul pa se amestecă cu ml de glicerol și ml dintr-o soluție apoasă % de verde de malachit Bucăți de celofan hidrofil care măsoară x cm se înmoaie în amestecul Kato timp de de ore (stocul lor poate fi păstrat într-un recipient cu amestecul pentru o perioadă lungă de timp) Pe lama de sticlă se aplică un bulgăre de fecale de mărimea unui bob de mazăre, acoperit cu o placă de celofan înmuiată în amestecul Kato, presat cu un dop de cauciuc pentru a obține o grosime uniformă a frotiu (Fig ) Medicamentul este lăsat să se limpezească timp de oră la temperatura camerei Frotiul clarificat este microscopic film de fan Într-un frotiu gros, conform lui Kato, se găsesc ouă de ascaris, viermi bici, anchilostome, viermi tenii trematode Una dintre principalele cerințe care asigură eficiența ridicată a studiului frotiului gros este respectarea strictă a timpului optim de expunere la frotiu gros, în funcție de consistența și greutatea fecalelor și de temperatura la care preparatul este limpezit Uneori trebuie să așteptați - de ore înainte ca medicamentul să dispară Dacă timpul optim pentru păstrarea unui frotiu gros este încălcat, apar fenomene care seamănă cu încălcări în procesul de dezvoltare a filmului Dacă un frotiu gros este "subdezvoltat", fluxul luminos al microscopului va fi insuficient pentru a vedea preparatul - este vizibilă doar o masă întunecată de fecale; în cazul "re-dezvoltării", un frotiu gros va fi excesiv de transparent, în timp ce ouăle de helminți vor deveni și ele decolorate, ceea ce va face foarte dificilă și, în unele cazuri, imposibilă identificarea acestora Examinarea probelor de fecale în frotiuri de orice tip nu este întotdeauna suficient de eficientă din cauza numărului scăzut de chisturi sau ouă din materialul de testat, a variabilității excreției lor din intestin și a altor motive Această împrejurare face necesară reexaminarea pacientului și aplicarea metodelor de îmbogățire Fără aceste condiții, un singur frotiu de scaun negativ pentru protozoare și helminți nu poate fi considerat valid Notă: Când se examinează un frotiu nativ cu mărire redusă, este foarte frecvent să se găsească corpuri mici, rotunde, de obicei incolore, care seamănă cu chisturile de entameba Dacă, atunci când sunt examinate cu mărire mare ( x), aceste corpuri arată maro sau galben, nu este Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE chisturi și pot fi ignorate Picăturile mici de grăsime la mărire redusă pot, de asemenea, să semene cu chisturile, cu toate acestea, sunt extrem de variabile ca mărime, iar la mărire mare structura lor este vizibilă Trebuie subliniat în special faptul că o mărire redusă face posibilă identificarea doar a obiectelor asemănătoare trofozoiților sau chistului entameba, identificarea lor nu mai este posibilă Obiectele suspecte trebuie centrate și examinate la mărire mare ( x) metode de îmbogățire Aceste metode se bazează pe concentrația de ouă și larve de helminți sau chisturi de protozoare în probă datorită separării particulelor de fecale efective și acumulării de obiecte parazitologice în preparate Procedura de îmbogățire poate fi aplicată atât fecalelor proaspete, cât și materialelor din lichide conservante Se folosesc două metode de îmbogățire: sedimentare și flotare Metode de depunere Metoda de precipitare cu formol-eter Echipamente si reactivi: centrifuga, tuburi de centrifuga de ml, sticle de sau ml, spatule din lemn de x - mm, pahar de , sau ml, filtru de plastic sau metal de µm sau tifon chirurgical, lame de microscop, lame de acoperire, Pasteur pipete cu bec de cauciuc, dopuri de cauciuc pentru tuburi de centrifugare, suporturi pentru eprubete; formol, %; eter, acetat de etil sau benzină; ser fiziologic izoton ( , %, , g/l); Soluția lui Lugol Progresul cercetării: Se adaugă , - , g de fecale într-un tub de centrifugă cu ml de formol folosind o spatulă de lemn și se amestecă până se formează o suspensie omogenă Se strecoară suspensia printr-un filtru de µm sau două straturi de tifon chirurgical umed direct într-un alt tub de centrifugă sau într-un pahar mic Aruncați tifonul după utilizare Adăugați cantitatea necesară de formol % în suspensie, astfel încât volumul total să fie de ml Adăugați ml de eter (sau etilacstat sau benzină) în suspensie și amestecați bine prin astuparea tubului și agitarea puternic timp de secunde Scoateți dopul și puneți tubul în centrifugă; echilibrați tuburile și centrifugați la - rpm timp de - minute Scoateți tubul din centrifugă; conținutul a fost distribuit în straturi: stratul superior de eter (sau acetat de etil sau benzină), un strat de reziduuri grase lipite de peretele eprubetei, un strat de formol și (kadok (Fig A) Folosind o spatulă de lemn, slăbiți ușor stratul de reziduuri grase într-o mișcare în spirală; beți primele trei straturi dintr-o singură dată și lăsați supernatantul să se scurgă din tubul inversat timp de cel puțin secunde Dacă operațiunile sunt efectuate cu atenție, o cantitate mică de lichid rezidual de pe pereții eprubetei va curge în jos pe sediment (Fig B, C) Amestecați lichidul cu sedimentul (uneori trebuie să adăugați o picătură de soluție izotonă pentru a avea suficient lichid pentru suspensie METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ sedimentare) cu un papuc de sticlă de unică folosință Puneți o picătură de suspensie pe o lamă de sticlă, acoperiți cu o lamă Se poate face și un preparat colorat cu soluție de Lugol (Fig D) Examinați lama cu un obiectiv de x sau, dacă este necesară identificarea, cu un obiectiv de microscop mai puternic, într-o manieră sistematică, astfel încât să fie examinată întreaga zonă a lamei Când sunt găsite organisme sau obiecte suspecte, utilizați o mărire mai mare pentru a studia morfologia obiectului studiat mai detaliat Formol Sediment -► Eter Resturi grase Orez Metoda formol-eter pentru concentrarea ouălor de helminți A Distribuția stratului B Slăbirea stratului de reziduuri grase B Tub cu sediment și lichid rezidual (trei straturi superioare îndepărtate) D Aplicarea sedimentului pe o lamă de sticlă Metoda concentrației MIF Se prepară un amestec de mertiolat cu formol și glicerină: Soluție de tiomersal (mertiolat nr ) : ml Soluție de formol % ml Glicerina ml Apă distilată ml Volumul I - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Amestecul este depozitat într-un recipient de sticlă închis ermetic, închis Perioada de valabilitate a acestuia este de peste luni Se prepară și o soluție de Lugol % (vezi rețeta nr din tabelul ), termenul de valabilitate nu este mai mare de - ped În ziua studiului se amestecă un amestec de reactivi cu soluția Lugol în proporție de , ml și , ml respectiv La amestecul rezultat se adaugă aproximativ g de fecale, se amestecă bine se filtrează prin tifon într-un tub de centrifugă, se adaugă ml de eter, se oprește, se agită puternic timp de de secunde Se îndepărtează apoi dopul și tubul este centrifugat timp de min la rpm Supernatantul este drenat, o parte din sediment este transferată pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și microcopiată Stadiile vegetative și chisturile de protozoare și yaina ale diferitelor specii de helminți sunt clar vizibile în sediment Trebuie remarcat faptul că această metodă de precipitare este atât o metodă de conservare (datorită formolului), cât și colorare prin iod și mertiolat metoda Krasilnikov Capacitatea unui surfactant - sulfanol, care face parte din detergenți (pulberi de spălat, soluții de spălare) de a emulsiona fecalele într-o stare dispersată și de a elibera ouăle de helminți din masele fecale, care apoi, indiferent de greutatea specifică, sunt apoi concentrate în sediment în timpul se foloseste decantare sau centrifugare Echipamente si reactivi: microscop, centrifuga, lame de sticla, tije din sticla sau lemn, tuburi de centrifuga sau fiole de sticla (capacitate de cel putin - ml) cu dop sau capac etans, pipete Pasteur cu capatul foarte spart sau tuburi de sticla , lame de acoperire sau bucăți de celofan (vezi metoda de frotiu gros Kato, secțiunea ), detergent Pentru lucru, puteți folosi orice pulbere de spălat (sau lichid) de producție internă sau străină (cu excepția pulberilor sau pastelor de spălat biologic active) Progresul cercetării Fecalele (cel puțin g) se toarnă cu o soluție de detergent ( - %) în raport de : Conținutul se amestecă manual cu o tijă de sticlă sau lemn sau mecanic cu ajutorul unui dispozitiv navetă (în acest din urmă caz, flacoanele trebuie închise etanș cu dop sau capac) până se formează o suspensie omogenă Un amestec de fecale cu detergent se păstrează cel puțin de ore Stabilirea poate dura până la câteva zile fără a compromite calitatea studiului În acest timp, se formează un strat de sediment și supernatant O pipetă Pasteur sau un tub de sticlă, ținând-o cu degetul de sus, este injectată pe fundul flaconului (eprubetă), apoi se ridică ușor (cu - mm) și se eliberează degetul care a prins capătul pipetei (tub) O parte a sedimentului umple o parte a pipetei (tubului) Pipeta (tubul) este prinsă deasupra cu un deget, scoasă din flacon (eprubetă) și o parte din sediment este transferată pe o lamă de sticlă O picătură de sediment se acoperă cu un pahar de acoperire sau o bucată de celofan și preparatul preparat este examinat la microscop Se recomandă prepararea a două preparate dintr-o probă pe un pahar Analiza materialului poate fi efectuată de urgență; pentru aceasta, fecalele sunt amestecate într-un tub de centrifugă cu o soluție de detergent în raport de : până la ob- METODE CLINICE PARAZITOL II dispersand o suspensie omogena Amestecul se lasă să stea timp de de minute Tubul este astupat strâns și agitat energic timp de - de secunde Tubul fără dop este centrifugat timp de minute la (M) rpm Preparatele native se prepară din precipitatul format, precum și din precipitatul format în timpul decantarii Rezultat: în sediment, pe lângă ouăle de aproape toate tipurile de helminți, se găsesc și larve de chisturi stroigiloide și protozoare (după prelucrarea frotiului după Lugol sau alte metode de colorare) Eficacitatea metodei depinde de respectarea următoarelor condiții: Raportul "fecale: detergent" poate fi schimbat doar în direcția creșterii cantității de detergent; fecalele trebuie amestecate bine în soluția de detergent până se formează o suspensie omogenă; colectarea materialului trebuie făcută direct în soluția de detergent; Preparatele trebuie preparate numai din stratul de sediment inferior Metode de flotare Principiu: fecalele sunt suspendate într-o soluție de flotație care are o greutate specifică mai mare decât ouăle de helminți Acesta din urmă, plutind în pelicula de suprafață, poate fi detectat prin examinare la microscop Echipamente si reactivi: borcane din sticla sau portelan cu volumul de - ml cu pereti verticali, lame de microscop (degresate temeinic), spatule de lemn, betisoare de sticla sau lemn, solutie de flotatie Soluție de glicerină % Cele mai frecvent utilizate lichide de flotație sunt soluțiile saturate din stratul de gătit Füllsborn ( , kg de NaCl la l de apă, ѵd wt , ) sau salitrul conform Kalantaryan ( kg de NaNO la l de apă, ѵd wt , ) Cursul studiului: de , - ori fecalele sunt suspendate într-un borcan cu soluție salină (în raport de : ) O lamă cu o suspensie este plasată pe o lamă de sticlă și soluția se adaugă astfel astfel încât să atingă suprafața sa inferioară Ouăle plutite sunt concentrate pe o lamă de sticlă După de minute când utilizați soluție de NaCl și după de minute când utilizați NaNO? Scoateți lama de sticlă întorcând-o rapid departe de dvs Filmul rămas pe el, după aplicarea unei picături de glicerină, este examinat la microscop Rezultat: timpul de expunere depinde de lichidul de flotație În primele minute, ies ouă de anchilostoma și tenia pitică, până la - % ouă de viermi bici și până la - % ouă de viermi rotunzi Numărul maxim al acestora este detectat după o expunere de - ore Pentru a detecta ouăle "grele", neplutitoare ale trematodelor și pistodelor, este posibil să se pregătească frotiuri native suplimentare din sediment (după îndepărtarea lichidului din borcan) Metode speciale Detectarea ouălor de oxiuri pe periana și cutele K Razuire perianala Principiul metodei Ouăle de helminți situate în pliurile pielii perianale sunt răzuite cu o spatulă de lemn și examinate la microscop Volumul I - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ( Echipamente și reactivi Soluție de glicerol % sau soluție de bicarbonat de sodiu % (NaHCO ), microscop, lame și lame de acoperire, spatule din lemn (puteți folosi chibrituri șlefuite sub formă de spatulă) Progresul cercetării Razuirea din pliurile perianale se face seara tarziu sau dimineata, inainte de defecare, fara masuri de igiena personala, iar la femei inainte de urinare Răzuirea se efectuează cu atenție, de la suprafața pliurilor din jurul anusului cu o spatulă de lemn înmuiată într-o soluție de glicerină % O picătură din aceeași soluție este aplicată pe o lamă de sticlă Materialul rezultat este răzuit cu grijă de pe spatulă cu marginea lamei, astfel încât să cadă direct în picătura de soluție de pe lamă Apoi, picătura este acoperită cu aceeași lamă și examinată la microscop Rezultat Pe lângă ouăle de oxiuri, în material pot fi găsite oncosfere de geniide și larve de Strongyloides stercoralis Imprimare perianală pe bandă adezivă Principiul metodei Când o bucată de bandă este atinsă de pliurile perianale, ouăle de helminți se lipesc de ea Banda este lipită de o lamă de sticlă și vizualizată la microscop Dotare: bandă adezivă transparentă NS mai mare de mm lățime, lame de sticlă, spatulă din lemn sau metal, foarfece, tampon de vată, soluție de glicerină % Progresul cercetării O bandă de bandă adezivă este fixată pe capătul unei linguri sau al unei spatule de plastic Capătul lingurii (spatulei) acoperit cu bandă este apăsat pe piele în mai multe locuri din jurul anusului Transferați banda cu partea lipicioasă pe o lamă de sticlă Înainte de examinare la microscop, ridicați banda și aplicați o picătură de ulei de imersie sub mijloc - acest lucru va îmbunătăți transparența benzii Notă: colectarea materialului trebuie efectuată seara târziu sau devreme la tuns înainte de a vizita toaleta și dușul Identificare Ouă de oxiuri, uneori și oncosfere taeniide, se găsesc pe bandă adezivă Ouăle de oxiuri sunt incolore, cu coajă cu straturi, dimensiunea - x - microni Ele pot conține larve Oncosferele de T solium și T saginatus (ne distinge) galben pal sau maro Amprenta periaală pe suprafața lipicioasă a pliurilor oculare (metoda lui B E Rabinovich) Principiul metodei este similar cu metoda benzii adezive O trusă de examinare comercială constă din lame de ochi de sticlă cu un ax de , - mm, o lungime de - mm și o parte plată cu diametrul de - mm, plasate într-o cutie; adeziv special (cleol - g, ulei de ricin , g, eter etilic - g, alcool etilic , % - , g) Adezivul este ambalat în sticle sigilate de g Lamele pot fi plasate în sticle de penicilină, fixându-le într-un dop cu un orificiu (este convenabil să se dea părinților pentru examinarea copiilor și rudelor acasă) Progresul cercetării Lamele se sterilizează prin fierbere, apoi se scufundă în lipici, acesta din urmă se usucă la aer până când este transparent METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ film adeziv Spatula este atinsă de pliurile perianale și apoi examinată din ambele părți la mărire mică ( x ), așezată pe o casetă suport Spatulele folosite se fierb în apă cu săpun și pot fi refolosite Rezultat Metoda este de - , ori mai sensibilă, de - ori mai puțin laborioasă și mult mai ieftină decât metoda benzii adezive Notă Recomandări metodologice aprobate de Ministerul Apărării al Federației Ruse la septembrie Detectarea larvelor de Strongyloides stercoralis Larvele strongyloide excretate cu fecale sunt detectate folosind termotropismul larvelor - ieșirea lor din fecalele de răcire într-un mediu (iodul) cu o temperatură mai mare decât fecalele metoda Berman Asamblați instalația Berman - un tub de cauciuc cu o clemă la capăt este pus pe capătul îngust al pâlniei Pâlnia se umple aproape până la vârf cu apă caldă ( - °C) și se pune într-un trepied - g de fecale proaspăt excretate pe o plasă metalică se pun într-o pâlnie, astfel încât suprafața inferioară a plasei să fie în contact cu lichidul Se lasa - ore la temperatura camerei Se deschide clema și se eliberează - ml din stratul inferior de lichid în tubul de centrifugă de la capătul îngust al pâlniei Se centrifugă timp de - min la rpm Sedimentul este examinat microscopic pentru a detecta larvele strongiloide mobile O modificare a metodei Berman conform V N Supryaga ( ) face posibilă detectarea larvelor strongiloide nu numai în fecale proaspăt izolate, ci și în fecale răcite Progresul cercetării O portie de fecale se toarna in - ml apa in acelasi recipient in care materialul a fost livrat la laborator După - de minute, acest lichid este turnat într-o eprubetă Se stabilește timp de - minute sau se centrifugă timp de minut la rpm Sedimentul este examinat microscopic observând prezența mobilului larve slab mobile și complet imobile Acesta din urmă trebuie examinat la un microscop cu mărire mare Rezultat Metoda modificată este mai ușor de utilizat, nu este inferioară ca eficiență față de metoda originală Berman și nu necesită echipament suplimentar Morfologia larvei S stercoralis este prezentată în Fig Metoda Harady-Mohr pentru identificarea speciilor de apkyloshomatp i Principiul metodei este cultivarea ouălor de anchilostoma pe hârtie de filtru umedă în vederea obținerii de larve din acestea, care să permită diferențierea anchilostomosului de anchilostoma Progresul cercetării Aproximativ , g de fecale sunt unse pe o bandă de hârtie de filtru (dimensiunea x mm), lăsând liber mm la fiecare capăt Banda se introduce într-o eprubetă umplută cu / apă, se închide cu un dop (iese capătul liber al benzii) și se lasă - zile la o temperatură de - °C Apoi banda este îndepărtată, lichidul este centrifugat, sedimentul este examinat pentru prezența larvelor Rezultat În funcție de ouăle rabditoide sau filamentoase detectate, se determină specia acestora La larvele filariforme Volumul H - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE * N amcricanus diametrul părții inițiale a tubului intestinal și diametrul bulbului sunt egale, în A duodenale primul este mult mai mic decât al doilea Notă Larvele Filaris sunt invazive și, prin urmare, este necesar să se lucreze cu mănuși de cauciuc De asemenea, este util să încălziți apa cu larvele la ° C înainte de microscopie, astfel încât acestea să moară Diferențierea și identificarea obiectelor parazitologice găsite în fecale În fecale pot fi găsite de specii de protozoare ( agenți patogeni și oportuniști și comensali) și de specii de helminți ( endemici și rari sau importați) Protozoare Protozoarele intestinale trăiesc în rase sau intestine gros în stadiul de trofozoit și/sau chist (oochist) Multe dintre ele sunt comensale, asemănătoare morfologic cu speciile patogene, ceea ce face dificilă diferențierea acestora din urmă Locuitorii intestinelor aparțin uneia dintre cele grupe: amebe, flagelate, ciliate și coccidii Dizenteria amibei este agentul cauzal al celei mai importante infecții intestinale, dizenteria amibiană (amebiaza) Este localizat în intestinul gros, excretat sub formă de trofozoit (cu fecale lichide) și/sau chisturi (într-un scaun decorat) Deoarece majoritatea amibelor vidon care trăiesc în intestin sunt comensale, trebuie acordată mare atenție la formularea unui diagnostic de laborator Doar detectarea trofozoiților hematofagi poate servi ca dovadă a prezenței dizenteriei amebiane și/sau a colitei ulcerative amebiane la un pacient În toate celelalte cazuri, detectarea trofozoitelor asemănătoare E histolytica care nu conțin eritrocite nu este baza pentru diagnosticul amebiazei ca boală Acest lucru se aplică în egală măsură și cazurilor de detectare doar a chisturilor E his-lolytica care este tipic pentru purtătorii de chisturi sănătoși sau convalescenți În acest sens, diferențierea trofozoiților și chisturilor de E hisloiylica de alte specii de amibe care trăiesc în intestin și una care trăiește în cavitatea bucală este de o importanță deosebită (Fig , ) După cum se poate observa în Figura , trofozoiții tuturor celor specii de amibe au nucleu, dar diferă prin prezența sau absența cromatinei nucleare periferice Dintre cele specii cu prezența cromatinei periferice în nucleu la trei specii, inclusiv Ehistolytica, este delicată și uniformă, și nu rubină și neuniformă, ca la E coii și E polecki Trofozoiții E hislolytica sunt, de asemenea, caracterizați printr-o dimensiune mică a cariozomului și o citoplasmă ușor granulară și, cel mai important, prezența eritrocitelor înghițite în acesta De asemenea, se distinge prin dimensiunea mare (trofozoiți hematofiți și depășesc μm) De obicei, diferențierea și identificarea trofozoiților de E hislolytica se efectuează pe preparate umede (native), concentrându-se pe natura mișcării lor (unidirecționale) și chisturi - în preparate tratate cu o soluție Lugol În astfel de preparate, trofozoiții mor, iar nucleele colorate și corpurile de glicogen ale chisturilor sunt clar vizibile Pentru o identificare mai precisă a trofozoiților și a chisturilor se folosește colorarea expresă a preparatelor cu albastru de metilen tamponat (BMC) sau se prepară preparate colorate permanent cu iematoxilină de fier conform Heidenhain sau, de preferință, cu colorant tricrom (Fig , ) METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ Trofozoit cu nucleu cu cromatina nucleară periferică fara cromatina nucleara periferica aglomerări mari de cromatină periferică de formă neregulată; cariozom mare; citoplasmă cu granulație grosieră, "murdară"; bacterii și ciuperci fagocitate, dar fără eritrocite Cromatina periferică este situată în aglomerări uniforme sub forma unei margini subțiri; cariozom mic; citoplasmă cu granulație fină dimensiune: - microni dimensiune - microni de obicei: - um de obicei - um nucleu cu cariozom mare de formă neregulată eu dimensiune: - µm de obicei B µm nucleu cu cariozom mare; posibilă prezență a granulelor acromatice eu dimensiune: - µm de obicei - µm Entamoeba poleckî Entamoeba coli conține bacterii și globule albe, dar nu celule roșii dimensiune: - µm de obicei: - µm Entamoeba gingivalis Endoiimax lodamoeba nana biitschiii nu contine globule rosii eritrocitele prezente sau absente I forme neinvazive poate contine bacterii eu dimensiune* - microni dimensiune; - µm (comensal) de obicei - µm de obicei: - µm dimensiune > µm (formă invazivă) Entamoeba histolytica Orez Algoritm pentru identificarea trofozoiților de amibe în preparate colorate (original OMS) chisturi I - flageli; amibă; cu fibrile sau flageli în interiorul chistului fără fibrile sau flageli în interiorul chistului G I I - - formă în formă de papură; sub formă de lămâie; chist oval; miez de perete gros miez cromatina nucleară periferică absentă I Are cromatină nucleară periferică dimensiunea - µm de obicei - µm dimensiune: - µm de obicei: - µm Retortamonas intestinalis Chilomastix mesnili - miezuri (de obicei ); fără corp de mijloc miezuri; miez; cariozomi mari; cariozom mare; vacuola mare de glicogen glicogen localizată difuz ■ dimensiune: - µm de obicei: - µm dimensiune: - µm de obicei: - µm , sau dimensiune: - µm de obicei: - µm dimensiune: - µm de obicei: - µm (chisturi imature) Enteromonas hominis Lamblia intestinalis dimensiune Entamoeba polecki Entamoeba histolytica Orez LA) Algoritm pentru identificarea amebei intestinale și a chisturilor flagelate în lamele colorate (original OMS) METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ Colorarea preparatelor native cu albastru de metilen tamponat Prepararea soluției BMS Soluția A (acid acetic): Se toarnă , ml de apă distilată într-un flacon curat, se adaugă , ml de acid acetic glacial și se amestecă bine A se păstra într-o sticlă curată Soluția B: Se toarnă ml de apă distilată într-un balon mic și se dizolvă , g de acetat de sodiu (CH COONa) în acesta A se păstra într-o sticlă curată Soluție de lucru (pentru colorare): , ml soluție A + , ml soluție B + , g albastru de metilen + ml apă distilată Soluția este filtrată într-o sticlă curată, închisă cu dop și etichetată cu "albastru de metilen tamponat" pH-ul optim este de , Perioada de depozitare nu este limitată Rezultat După - minute de colorare pe frotiu, trofozoiții din acesta se încrețesc uneori, nucleul și incluziunile se colorează cu albastru închis, citoplasma albastră În trofozoiții colorați, se determină cromatina nucleară periferică, ceea ce indică faptul că trofozoiții detectați aparțin genului entameba Colorarea cu colorant tricrom facilitează identificarea trofozoiților și a chisturilor protozoarelor din intestin, precum și a amebelor cu viață liberă (Acanthus meba și Negleria) la specii Ingrediente: acid acetic glacial - ml, cromotrop R - , g, verde deschis SF - , g, acid fosfotungstic - , g Pregătirea vopselei Se toarnă o porțiune din fiecare vopsea într-un balon de ml, se adaugă cristale suplimentare de acid fosfotungstic, se toarnă acid acetic glacial, se agită astfel încât acidul să umezească vopselele Se lasa min Se toarnă ml apă distilată, se agită bine Vopseaua devine violet închis Păstrați într-o sticlă de sticlă resigilabilă Vopseaua este rezistenta, aplicata nediluata Medicamente de colorare Se pune preparatele fixate în fixativ Shaudin (de preferință în PVA de vâscozitate medie sau scăzută) în g de alcool timp de minute Adăugați soluția Lugol la alcool până când apare culoarea ceaiului puternic preparat Înmuiați tampoanele în această soluție timp de minute Se scufundă de două ori timp de minut în alcool de de minute Puneți frotiurile timp de minute în vopsea tricromă nediluată Scoateți preparatele, scuturați lichidul și coborâți-le în alcool acidificat la ° ( , ml acid acetic glacial la litru de alcool la °) timp de - secunde Clătiți tampoanele în alcool de °, deshidratate în alcool de ° și xilil (sau amestecul carbolic-xilen) Puneți - picături de balsam canadian pe o lamă de sticlă și acoperiți cu o lametă Explorați cu o lentilă de imersiune Rezultat: citoplasma trofozoitului este verde, nucleul cu cariozom este roșu-violet; învelișul chisturilor este verde, citoplasma este violet-verde (Fig , ) Giardia este singura dintre celelalte specii care trăiește în intestinele flagelatelor, care, în anumite condiții, își poate arăta potențialul patogen, provocând giardioză Diagnosticul de laborator al Giardiei nu prezintă mari dificultăți dacă se folosește determinantul trofozoiților și chisturilor intestinelor flagelare (Fig și ) Trofozoiții Lamblia intestinalis au sau mai mulți Trofozoit I G fără flagel extern cu sau mai mulți flageli nuclee în mai mult de % trofozoiți flageli, miez flageli, miez sau mai mulți flageli, sau miezuri dimensiune: - µm de obicei: - µm dimensiune: - µm de obicei: - µm fara citostom eu dimensiune: - µm de obicei: - µm cu citostomie eu dimensiune: - µm de obicei - µm Dientamoeba Fraguis Retortamonas intestinalis Enteromonas hominls flageli; miez; cu membrana inductoare si axostil; fără corpuri de mijloc perechi de flageli; miezuri; fără membrană inductoare sau axostil dimensiune: - µm de obicei: - µm Chilomastix mesnili dimensiune: - µm de obicei: - µm Pentatrichomonas homlnis Lamblia intestinalis Orez Algoritm pentru identificarea trofozoiților flagelati în lamele colorate (original OMS) Notă: Dientamoeba fragilis și Pentatrichomonas hominis nu au stadiu de chist Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ flageli, deci este necesar să le diferențiem de Pentatrichomonas (syn Trichomonas) hoininis Chisturile Giardia sunt de formă ovală, cu - nuclei, sunt cele mai mari dintre celelalte flagelate și acest lucru le deosebește de cele mai asemănătoare chisturi morfologic ale Enteromonas hominis Trofozoiții Giardia dintr-un frotiu nativ sunt caracterizați printr-o mișcare caracteristică (ca o frunză care căde, oscilând înainte și înapoi) Pentru a studia structura chisturilor flagelare, preparatul nativ este tratat cu soluție Lugol Pentru diferențierea detaliată, frotiurile sunt colorate cu tricrom (Fig ) Notă: DIU nu este potrivit! Balantidium coli este singurul reprezentant patogen al grupului ciliar Oamenii se îmbolnăvesc rar de balantidia, fiind infectați în principal de la porci Agentul patogen se găsește în fecale sub formă de trofozoiți sau chisturi Trofozoiții sunt mari, - x - microni, foarte mobili sunt clar vizibile în preparatele cu ser fiziologic sub mărire mică (rps ) Corpul lor este acoperit cu peri scurti (cili) În mediul extern, acestea nu sunt stabile; este necesar să se examineze scaunul nu mai târziu de o oră după defecare Diametrul chisturilor variază de la la µm La fel ca trofozoiții, sunt dificil de tratat cu iod, așa că ar trebui să se acorde o atenție deosebită studiului medicamentului nativ Cryptosporidiumul este cel mai important reprezentant al coccidiilor intestinale Provoacă diaree la copiii sub ani, dar importanța sa a crescut de multe ori ca agent cauzator al infecției asociate SIDA - criptosporidioza Criptosporidiumul se dezvoltă între vilozitățile enterocitelor, suferind reproducere asexuată și sexuală succesivă Oochisturile rezultate sunt excretate în fecale Sunt mici ( - µm în diametru) și pot fi ușor confundate cu drojdii rotunde Diagnosticul de laborator se bazează pe detectarea oochisturilor parazite într-un frotiu fecal fix Medicamentul poate fi preparat din fecale introduse anterior într-un conservant (Turdyeva, % formol, , % soluție de bicromat de potasiu, lichid Barbagallo) și păstrat la °C Pregătirea preparatului: se prepară un frotiu de fecale, se usucă la aer, se fixează în amestecul lui Nikiforov timp de - minute Deasupra flăcării arzătorului și vopsiți conform Tsil- (ilsen Colorarea carbol-fuchsin conform Ziel-IIIilsen: Prepararea unei soluții de lucru de fuchsin carbolic: g fucsin bazic se dizolvă în ml alcool absolut; g de fenol se încălzesc și se dizolvă într-o cantitate mică de apă distilată După aceea, o soluție alcoolică de fuchsin este amestecată cu fenol și adusă la litru cu apă distilată Colorare Frotiurile de fecale se pun în soluția preparată timp de - minute; frotiurile se spală cu apă de la robinet și se decolorează în alcool acidificat ( ml alcool etilic % + ml acid clorhidric concentrat) - - sec; spălat în apă curentă; frotiurile se colorează într-o soluție de verde malachit - sec Soluția apoasă stoc % de verde de malachit poate fi păstrată pentru o lungă perioadă de timp, ferită de lumină Pentru colorare, luați ml de soluție stoc + ml de glicerol + ml de apă distilată Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE dy Spălați frotiurile cu apă curentă și uscați la aer Rezultat: oochisturile de protozoare (criptosporidium, isospori, ciclospori) sunt colorate în diferite nuanțe de roșu aprins și arată ca formațiuni rotunjite Microflora însoțitoare devine verde (Fig ) O trăsătură distinctivă a oochisturilor cryptosporidium este prezența granulelor negre în interior Notă: picăturile de substanțe asemănătoare grăsimilor, granulele de deirită pot de asemenea să se înroșească Chiar și cu o similitudine aleatorie în dimensiune, aceste formațiuni sunt ușor de distins de oochisturi prin absența unei învelișuri distincte și a oricărui conținut structurat în interiorul lor În cazuri îndoielnice, se utilizează modificarea culorii Ziehl-Nielsen - concentrația de verde de malachit este redusă, ceea ce facilitează identificarea speciilor de oochisturi de Cryptosporidium sp , Cyclospora cacta-nensis, Isospora belii Ca alternativă la metoda Ziehl-Neelsen, se folosește colorația cu safranină Kestner Colorarea cu safranină conform Kestner: Frotiurile de fecale preparate se fixează timp de minute în reactiv: ml metanol absolut + ml acid clorhidric concentrat; spălat în apă curentă, colorat timp de min cu soluție apoasă de safranină % Prepararea soluției stoc: , g safranină O + ml etanol %; soluție de lucru: ml soluție stoc + ml apă distilată Se toarnă vopsea pe frotiu, după care paharele sunt încălzite peste flacăra arzătorului până când vaporii scapă; frotiurile se spală cu apă curentă; terminați timp de de secunde cu o soluție de albastru de metilen ( g de vopsea uscată de albastru de metilen se combină cu g de Na HPO și g de KH PO Amestec pulberile cu un pistil!, amestecul uscat se poate păstra o perioadă mult timp într-o sticlă etichetată cu dop măcinat strâns Pentru a prepara o soluție de lucru, g din amestec se adaugă la ml apă distilată, se agită cu un agitator magnetic, se filtrează printr-un filtru și se păstrează într-un vas de sticlă timp de ani , ferit de lumină); spălați frotiurile cu apă curentă și uscați la aer Rezultat: se determină corpuri ovale-rotunde de culoare portocalie-roz, în interiorul oochistului sunt vizibile sporozoiți, vopsiți în tonuri mai închise Colorarea cu colorant tricrom (vezi secțiunea ) nu dă întotdeauna rezultate bune, dar dacă oochisturile au acceptat-o, atunci sporozoiți se disting ușor într-un oochist sporulat (un semn de diagnostic diferențial important) Cu o intensitate scăzută a infecției, se folosesc cu succes metodele de îmbogățire a oochistului - flotarea cu o soluție saturată de zaharoză (metoda Scathcr), NaCl sau Zn SO ( g în l de apă) sau precipitare formală în eter Rezultat: detectarea oochisturilor de criptosporidium în timpul precipitării cu eter de formol a crescut de , ori în comparație cu un frotiu nativ [Lysenko A Ya , Lavdovskaya MV] - Isospora este agentul cauzal al isosporiazei, o infecție cu protozoare, a cărei importanță în patologia umană a început să crească în legătură cu epidemia HIV/SIDA METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ Oochisturile de Isospora belii pot fi găsite în preparate native sau în preparate preparate din sedimentul fecal obținut prin precipitare formală în eter Când un frotiu este tratat cu o soluție de iod, nucleii de oochist colorează bine Notă Se prepară o soluție de iod amestecând ml de soluție Lugol cu ml de acid acetic % Rezultat: oochisturi Lbclli de formă ovală, cu dimensiunea de x µm, se găsesc în centrul lor cu o masă nedivizată de citoplasmă (Fig ) Cyclosiora este agentul cauzal al ciclosporozei, relevanța acestei infecții cu protozoare este în creștere din cauza epidemiei HIV/SIDA În preparatele native, numeroase corpuri sferice sunt vizibile clar în oochistele de Cyclospora caetanensis la mărire mică, iar la mărire mare - sporochisturi cu câte sporozoiți în fiecare ) Această proprietate, precum și dimensiunea lor mai mare ( - µm), îi deosebește de oochisturile Cryptosporidium Helminți Ouăle și/sau larvele multor specii de helminți pot fi găsite în fecale, aparținând la trei clase: nematode (viermi rotunzi), ani css și trematode Nematodele intestinale aparțin în mare parte grupului geohelminților; stadiile lor de propagare (ouă, larve) devin invazive numai după ce se află în sol O excepție este viermele, ale cărui ouă sunt invazive aproape imediat după defecare Diagnosticul de laborator al nematozilor se bazează pe detectarea ouălor și/sau a larvelor în preparatele fecale folosind metodele discutate în Secțiunea Se realizează identificarea ouălor de viermi rotunzi, tricocelor, anchilostomatide, trichostron-hilid, oxiuri și larve de anghilă intestinală, cu accent pe Fig și Identificarea ouălor fecundate și nefertilizate de Ascaris lumbricoidcs poate prezenta o oarecare dificultate Primele sunt de formă ovală sau rotundă, acoperite cu o coajă groasă multistratificată, colorată cu pigmenți fecale într-o culoare galben închis sau maro; cele secunde sunt de formă alungită, acoperite cu o coajă aspră cu dinți neuniformi, mai transparenți decât cei fertilizați (se văd celulele de gălbenuș mari) Prezența doar a ouălor nefertilizate în preparat indică o intensitate scăzută a invaziei (absența masculilor) Trebuie reținut că ouăle de Ancylostoma duodenale și Nccator americanus nu se pot distinge din punct de vedere morfologic Două tipuri de nematozi, biohelminții, agenții cauzatori ai toxocariozelor și anisakidozei, sunt diagnosticați prin metode imunologice (vezi Secțiunea ) și histologice (neluate în considerare) Cestozii sunt biohelminți; animalele participă la ciclul lor de viață Pentru majoritatea cestodelor, o persoană este gazda finală (adulții parazitează), pentru echinococi este o gazdă intermediară (paraziți în stadiul larvar) Stadiile adulte ale cestodelor produc ouă (stadiile diagnostice I, prezența stadiilor larvare ale echinococilor se apreciază după re- мкм Sct'stoswna Fasca'a лералса Sc/ wjosocw manscrt Pat aga nmus итгетаги Căutarea lui Faciofcps i nrhos 'rangy s se vor da bodyftiphycs 'eîiwcs s#mxi&s ГделіА Nervul Mflrenvtepis F"!efOJWus Гляяр/жиі Ascflfts L 'лЬг іЪКІеа вЂ‹вЂ‹вЂш v&tmculat is Мімм "wo*cnoo"""e Dipiiyftobcff'iftun''latum /■f/mtwotepis treizeci treizeci Pic Dimensiuni relative ale helminților puri (original OMS) METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ rezultatele examenului imunologic (vezi pct ) Preparatele fecale sunt examinate pentru prezența ouălor scstode în ele prin metodele descrise în secțiunea Detectarea ouălor de T saginatus și H papa crește semnificativ cu o combinație de metode de îmbogățire conform Kalash arian și un frotiu gros conform Kato DJatum produce atât de multe ouă încât sunt detectate în mod fiabil într-un frotiu nativ Se realizează identificarea ouălor de cestode (benzi - Hymcnolcpis papa, Tacnia solium, Taeniarhynchus saginaius și vierme lat - Diphylobothrium latum), concentrându-se pe Fig și Trebuie avut în vedere că ouăle T solium și TsaginatLis sunt morfologice imposibil de distins și ar trebui să fie scris că au fost găsite "ouă de Tacniklac spp " Trematodele sunt biohelminți, pentru ei o persoană este singura gazdă definitivă (schistozomi) sau una dintre gazdele definitive, alături de pești (onystorch și alți helminți de pești) sau mamifere (fasciola, Fasciolopsis buski) Toate speciile de trematode care parazitează oamenii produc ouă care sunt excretate în fecale (cu excepția Schistosoma haeniatobiuni, ale cărei ouă sunt excretate prin urină, vezi Secțiunea ) Diagnosticul de laborator Datorita intensitatii scazute a invaziilor de trsmatode, se recomanda intotdeauna sa se foloseasca metoda de imbogatire cu formol-eter sau metoda Kato De asemenea, trebuie avută în vedere o caracteristică importantă a diagnosticului de trematodoză: în stadiul acut de invazie, care poate dura câteva săptămâni sau luni, paraziții nu produc ouă și coproovoscopia este inutilă în acest moment Prezența unui agent patogen în stadiu acut nu poate fi stabilită decât indirect, prin metode imunologice (vezi secțiunea ) Identificarea ouălor de trematode se realizează pe baza Fig și , precum și tabelul , care prezintă trăsăturile distinctive ale ouălor similare din punct de vedere morfologic de opistorc, metagonim și clonorh Ouăle de Fasciola hepatica pot fi "de tranzit" (au fost în ficatul consumat de bovine sau de oi) și pentru a exclude un diagnostic fals, analiza fecalelor trebuie repetată, excluzând din alimentația pacientului ficatul crud sau prost procesat termic , conținutul duodenal și bilă b / Colectarea probelor și pregătirea preparatelor Bila obținută în timpul sondajului duodenal trebuie supusă imediată examinării microscopice, deoarece după de minute compoziția sa se modifică Pentru a pregăti preparatele, bila este turnată în vase Petri și examinată la un microscop mic și cu mărire mare Mucusul descuamător este prelevat din conținutul duodenal și vizualizat la microscop Apoi toate porțiunile de bilă sunt amestecate, combinate cu o cantitate egală de eter, amestecul este agitat și centrifugat Supernatantul este turnat, iar precipitatul este plasat sub o lamelă și vizualizat la microscop În frotiurile native, se acordă atenție creșterii numărului de celule epiteliale ale căilor biliare, pot fi detectate leucocite, eozinofile (dovezi de colangită acută sau cronică sau colecistită de etiologie parazitară), trofozoiți de protozoare, ouă și larve de helminți Gom II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Tabelul Caracteristici distinctive ale ouălor de O felineus, M yokogawai și C sinensL Caracteristici morfologice distinctive Caracteristici ale ouălor O felineus M yokogawai Csinensis Dimensiuni în µm - x - - x - - x - Forma seamănă cu o sămânță de floarea soarelui; asimetric ca o lămâie, simetric în formă de pară, asimetria nu este întotdeauna pronunțată Shell Neted, proeminențele din fața operculului sunt slab exprimate Capacul este jos slab distins Tuberculul de la polul opus al operculului este clar vizibil Netede, proeminențe în fața operculului nu sunt exprimate Marginile capacului ies în afară Capacul este plat slab distins Tuberculul de pe polul opus al operculului este pronunțat Aspru, gros Proeminențele cochiliei în fața operculului sunt bine exprimate Bordul capacului sub forma unei linii sinuoase aspre Capacul este înalt Tuberculul de la polul opus al operculului este slab vizibil din cauza rugozității cochiliei Principiul metodei de cercetare parazitologică: ouă de helminți care parazitează în ficat, căile biliare, duodenul pot fi găsite nu numai în fecale, ci și în bilă și sedimente ale conținutului duodenal după centrifugare În lucrare folosesc: un microscop, tuburi de centrifugă standard, lamele și lamele de sticlă, pipete Pasteur, eter sulfuric Progresul cercetării Conținutul duodenal și bila (porțiunile A, B și C) sunt amestecate cu un volum egal de eter sulfuric și centrifugate timp de minute la o viteză de - rpm Un preparat nativ este pregătit și studiat din stratul inferior al sedimentului Dacă bila este groasă, vâscoasă, în timpul centrifugării, poate apărea așa-numitul efect al centrifugării în gradient: sedimentare secvențială, strat cu strat în funcție de gravitatea specifică a componentelor constitutive ale bilei: stratul inferior al sedimentului poate avea o densitate mai mare decât ouăle de helminți, care sunt concentrate în straturile superioare, mai puțin dense de sedimente Prin urmare, pentru a modifica densitatea bilei, se amestecă cu un volum egal de soluție , % de alcali caustic, se agită și numai după aceea se efectuează centrifugarea, urmată de studiul preparatelor din stratul de sediment inferior Pe lângă studiul preparatelor native, frotiurile colorate pot fi studiate pentru a identifica oochisturile isospore și cryptosporidium Cel mai frecvent utilizat este colorația Ziehl-Neelsen modificată Identificarea obiectelor găsite în conținutul duodenului, inclusiv Giardia, este descrisă în secțiunea "Fecale" Frotiu subțire GAMETOCITE picătură groasă Orez IN ABSENTA Plasmodium falciparum TROFOZOITII schizonti GAMETOCITE Tonkin smear Picătură groasă Orez B Plasmodium vivax TROFOZOITII ІІІIZONІY primul NIPP el kip chapiik Gros Ka iî Orez B Malariacul Plasmodium TROFOZOITII NII JOII IT"I HVMETOCS ITY Frotiu subțire To lt* PI KiHLHI Orez Plasmodium ovale Orez Colorarea paraziților malariei în funcție de pH-ul soluției de vopsea Orez Trypanosoma gambiense într-un frotiu de sânge Orez Amastigote Leishmania infantum / Leish-mania donovani într-un frotiu de măduvă osoasă "Nori" și rămășițe cromatoide care provin din a doua viziune imatură a păcătoșilor cu anemie severă Grupuri izolate yuzipiofilpych PKSHVL Thunder Lshpy Comparați cu dimensiunile lpmfoshia ELEMENTE DE SANG BACTERII celule vegetale Hife și spori fungici Ceai de noroi Cristale de vopsea Giemsa Zgârieturi pe sticlă Cristal syy, care a apărut în timpul devitrificării sticlei DRU NU Orez Artefacte capabile să simuleze paraziții malariei Notă: toate barele de scară (-) = µm B Trofozoit mobil E litic conţinând o mulţime de globule roşii: medicament nativ A Stânga: chist binuclear în umed preparare, metoda de concentrare a MIF: o vacuola mare de glicogen este vizibilă între cei doi nuclei Dreapta: irslay ciscia pe umed preparat nom tratat cu soluție de Lugol: din nuclee sunt vizibile D Chist mononuclear n s Stânga: vizibil vacuole de glicogen și corpi cromatoni: colorare tricrom Dreapta: Corpi cromatoizi vizibili: colorați cu hematoxilină de fier B Trofozoit g cu eritrocite ingerate citate colorat în roșu: un nucleu poate fi văzut de-a lungul marginii inferioare a microorganismului: colorare tricrom D Stânga: chist matur cu nuclei; baume- ska tricrom Dreapta: chist binuclear cu un nucleu focalizat și corpi cromatici; colorată cu hematoxilină de fier F Trofozoiti mama Dreapta: colorat cu hematoxilină de fier Orez Entamoeba histolytica și Entamoeba hartmanni (original OMS) Vă rugăm să rețineți: toate barele de scară (-) = µm L Chist matur de Entamocba coli - Stânga; nepătat - B Trophozoa d Eloii pata tricrom Preparat reversibil cu formol Pe dreapta; focus nativ pe cromina periferică pe preparatul nuclear tratate cu soluție membranară Lugol B Chisturi de lodamoeba butschlii într-un preparat nativ tratat cu soluție de Lugol Observați prezența unei vacuole maro de glicogen în fiecare chist; miezul în astfel de preparate nu este de obicei vizibil G Chisturi de I butschlii În stânga, pe preparatul colorat cu tricrom, vacuola nu se vede la fel de clar ca în dreapta, pe preparatul ii, colorat cu hemoxilină de fier, la aceste colorări se vede clar un singur nucleu cu un cariozom mare D Chisturi și în prsiarite native Stânga: cis ha pătat cu soluția Lugol; din nuclee sunt vizibile În dreapta, cis pas, în vipna superioară, din nuclee: metoda MIF-concentrare E Trofozoit E tată colorare cu trnchrome Dimensiunea mică a organismului, un cariozom mare care practic îi umple nucleul și o cantitate mică de crom periferic sunt criteriile de diagnostic pentru identificare*! b E tata Orez Ameba comensală (original OMS) Vă rugăm să rețineți: toate scalele riglei sunt (-) - K) microni A Chisturi I este: medicament nativ B Trofozoit L ir estinalh: colorare tricrom, tratat cu solutia Lugol B Chilonv stix mcxnilK preparat nativ tratat cu solutie Lugol Două cis gy în stânga sub mărire scăzută, forma tipică a unei lămâi este clar vizibilă; în dreapta, la mărire mare, nucleul și citostomul sunt abia vizibile D Un trofozoit binuclear de Dieniamoeba fragili*, cu o pată mai moale, se observă între un trofozoit E hisiolylica (dreapta sus) și un chist uninuclear mai mic de E hfxtolyiica care conține corpi cromatoizi Atenție la diferența de dimensiuni Trei finisaje cromate E Chist Bulmiidiuin coli într-un preparat naiv Un macronucleu mare este văzut ca o prognoză clară pe partea dreaptă a chistului E Trofozoit di Metoda concentrației MIF Citostomul este vizibil în partea superioară a organismului și un spațiu liber mare în spatele macronucleului Tia de pe suprafața microorganismului este vizibil cilii Orez Flagelate intestinale și Balantidium coli în lamele colorate (original OMS) Vă rugăm să rețineți: greutatea barei de scară (-) = µm A Osip gy C ik umed medicament cu formol Dimensiunea mică ( - microni) și prezența oochisturilor negre în interiorul oochisturilor sunt caracteristici diagnostice ale acestui organism B Oochisturile sunt rezistente la acizi La diverse modificări de culoare oochisturile acido-rezistente se pot păta de roșu până la roz (ca aici) și sunt vizibile și granule negre C Oochisturi nesporulate preparat umed cu formol (stânga), conţinând numeroase corpuri sferice În dreapta, la mărire mai mare, este vizibil un chist sporulat cu sporochisturi D Oochisturi nesporulate rezistente la acid - Cu această culoare, oochisturile sunt colorate diferit în roșu, albăstrui sau deloc colorate Trăsătura lor și dimensiunea lor mai mare ( - µm) îi ajută să le diferențieze de oochisturile Cryptosporidium Orez (A-D) Coccidii și microsporidii intestinale (original OMS) Vă rugăm să rețineți: toate barele de scară (-) = IO µm D Oocyst Imchroia belii, preparat umed cu G formol Oochisturile au fost găsite în sud cu fecale neslorulate și mult mai mari decât oochisturile din starea de fluaj sau ciclospori Oocyegs și sporochisturi sporulate de S ircocysii* chrssiizh preparat umed cu formol Ooiisga cu pereți subțiri conține sporochisturi, se distruge ușor, iar în fecale găsesc adesea sporochisturi libere (în procente) Dimensiunile oochisturilor tuturor speciilor SarcoeystK sunt aproximativ aceleași G Sporii de Enceplialito/oon liellcm, colorarea Gram spori de microsporidie tipice Epispk'uioshmsh Acordați atenție dimensiunilor lor mici, îngropând rezultatele sporilor de microsporidi în sedimentul urinar biencusi im Sepl ua intceimalis intr-un preparat tratat cu calcoflora beyaim-KON sub raze ultraviolete Dimensiunea redusă a ambelor vidoni împiedică identificarea lor specifică în acest preparat Orez (L- ) Coccidii și microsporidii intestinale (ORI altele OMS) Vă rugăm să rețineți: toate barele de scară (-) = µm A Ouăle fertilizate normale de Ascaris lum- B Fertilizate (stânga sus) și infertile-hiicuides măsoară - µm pe - µm Ouăle de nap de A chiaiix, colorate după Kato, sunt colorate de la galben-auriu până la maro, în fecale găsind gay în stadiul unei celule Oul are tuberculi bine marcați pe suprafața sa C Ouă de Ascaris (stânga) și Trichoccphalux (dreapta), D Ouă de Asciiris (stânga) Țrichocephalus (mijloc), pata Kato Ancylostoma (dreapta) într-un câmp vizual, comparați dimensiunile lor D Ouăle TnchcMirongykb sunt similare cu ouăle Aneylos-lorna dar mai mare ( - µm pe - µm) și au o formă mai alungită Oul se află în stadiul târziu de clivaj atunci când trece prin fecale E Infecția cu Slrongyloiclcs slccoralK este de obicei diagnosticată prin prezența în fecale a unei larve asemănătoare rabiului care măsoară - µm pe - µm Larvele au o capsulă bucală scurtă un capăt caudal descrescător și un rudiment proeminent (indicat de o săgeată) Orez Ouă de nematod (original OMS) Vă rugăm să rețineți: toate barele de scară (-) = µm A Diphyilobothrium laturii Ouăle acestor cestode cu capac, dimensiuni - microni pe - microni, sunt sterile în fecale poate avea un tubercul sau o ușoară elevație la polul opercular B Toate ouăle de Taspia spp identice - µm în diam ' go iega coajă, conține un embrion cu cârlige - o oncosferă Ocazional, în jurul acestor ouă poate persista o membrană embrionară primară racemică, hialină În Ouă, pampas sunt de obicei de formă sferică - microni in diametru, au o teaca hialina subtire si contin o oncosfera cu carlige Pe membrana din jurul oncosferei există două îngroșări polare din care se extind - filamente, pătrunzând în spațiul dintre oncosferă și învelișul exterior Ouăle de mameloane Clonorchis, de - µm pe - µm, au un opercul și, de obicei, un mic tubercul la polul opus Cochilia poate avea mici reziduuri fecale aderente Ouăle din fecale conțin mirahnide Ouăle Opisihorchis sunt similare cu ouăle Clonorch D Ouăle de Paragon i mus westcmieni măsoară de obicei - microni pe - microni maro auriu, cu pereți groși, fără germeni în fecale și spută, cu capac proeminent Cochilia se îngroașă la stâlp cu capacul E Ouă de l-asciola hepatica, - µm cu - µm cu un opercul discret, nu conțin un embrion, există o neregularitate pe peretele polului opus operculului (cel din urmă nu este vizibil într-un ou similar Fasciolopsis buski) Orez (A-E) ouă cestode și fluke (original OMS) A primi atentie; toate barele de scară (-) = µm G Ouăle de Schistosema inansoni sunt mari Dimensiuni de - microni pe - microni, au o carcasă transparentă de curse și o coloană laterală proeminentă conțin miracidiu Dacă atela nu este vizibilă, atingeți ușor lamela între r pentru a întoarce oul, astfel încât atela să fie vizibilă Ouăle de Schisfoscma japonicum sunt mai mici decât cele de S mansoni și S haematobiuni Dimensiunile lor sunt de - microni pe - microni forma este rotundă spre ovală, peretele este subțire, există o atela laterală mică, puțin vizibilă Ouăle conțin miracidiu Adesea, resturile fecale se lipesc de suprafața oului sau vârful nu este vizibil din cauza poziției oului Ouăle de Oiacmatobium au un vârf terminal și conțin miracidiu Dimensiunile lor sunt - microni și - microni Aceste ouă se găsesc de obicei în urină, dar ocazional pot fi găsite în fecale Orez (F I) Ouă cestode și fluke (original OMS) Orez Chisturi Pneumocystis carinii în exudatul alveolar (colorație Grohott) Orez Trofozoitii Trichomonas vaginalis M ■ [ DAKO o gamă largă de hitele mono- și policlonali și conjugații acestora sisteme de imagistică unice tampoane, solvenți, enzime etc prelucrare automată a cei ala Un antigen tisular isrvy aipatela al doilea anticorp molecula de dextran enzima O L \ " - ь JV " II ! sisteme de imagistică DAKO En Vișin n DAKO CSA DAKO LSA B *^ pentru lucrul cu anticorpi mono- și policlonali sensibilitate ridicată specificitate simplificarea procedurii și reducerea timpului anal U scăderea în fond colorarea o moleculă unică de dextran la care sunt asociate molecule secundare de anticorp și o enzimă RAR, ARAAR și vi din- biotină și altele) vrw geo sisteme cu atom agitat pentru imunohistochimie •G Instrumente DAKO Tech Mate(tm) și reactivi DAKO ChemMate(tm) - automatizarea completă a procesului - obținerea rapidă a rezultatelor de înaltă calitate, reproductibile SA "FinBio" Sankt-Peterburi, , •dozatoare mecanice şi electronice, st prof Popova, d • consumabile din plastic, Tel ( ) - - Fax ( ) - - "dispozitive pentru ELISA, Filiala din Moscova: Tel ( ) - • reactivi de diagnostic, OinBio • hote laminare si de fum, • curatatoare cu ultrasunete, • mobilier de laborator METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ Urina Pentru cercetare, urina este colectată în sticlă curată după toaleta organelor genitale Analiza urinei include determinarea proprietăților sale fizice (culoare, transparență, densitate etc ); proprietăți chimice și examen microscopic Urina normală este galbenă pai și limpede Pentru diagnosticul multor leziuni parazitare ale sistemului urinar, este importantă o schimbare a culorii și transparenței urinei: cu tricomoniaza urogenitală, urina este tulbure, cu filarioza ca urmare a chiluriei, este tulbure, lăptoasă și cu urogenitală schistosomiaza, este rosie din cauza hematuriei Diagnosticul de laborator Examenul parazitologic al urinei are ca scop identificarea Schistosoma haematobium și Dioctophyme renale Ocazional, trofozoiți de Trichomonas vaginalis, chisturi de Entamocba histolytica și microfilarii de Wuchereria bancrofti și Onchocerca volvulus pot fi găsite în el Trebuie avut în vedere faptul că unele tipuri de protozoare găsite în urină pot fi rezultatul contaminării cu fecale sau secreții vaginale Pentru a le exclude ca fiind cauza leziunilor sistemului urinar, trebuie făcută o analiză repetată a probei de urină, luând-o steril Colectie de mostre Pentru examinare, probele de urină sunt centrifugate și preparatele sunt preparate din sedimentul de pe lamele Preparatele sunt examinate sub formă nativă sau colorată Metode de cercetare Pentru detectarea ouălor sau a larvelor de helminți se folosesc două metode: sedimentare și filtrare Metoda de precipitare este mai puțin sensibilă, dar mai ieftină și mai ușor de realizat Metoda de filtrare, datorită sensibilității sale ridicate, este folosită și pentru cuantificarea infestației Principiul metodei de sedimentare este centrifugarea unei porțiuni de urină și studiul sedimentului Pentru studiu aveți nevoie de: o centrifugă, tuburi de centrifugă, pipete Pasteur, lame și lamele, baghete de sticlă, un suport pentru eprubete, apă distilată, soluție de hidroxid de sodiu % Progresul cercetării Urina este colectată în perioada celei mai mari activități a subiectului - de la la ore din zi Ca probă pentru studiu, se utilizează o porțiune terminală de urină de până la ml Numărul de ouă S haematobium în proba de urină crește după o anumită împingere asupra mușchilor abdominali Prin urmare, înainte de a urina, subiectului i se recomandă să facă - de genuflexiuni sau să alerge - m Acest lucru crește impactul mușchilor abdominali asupra peretelui vezicii urinare, ceea ce stimulează eliberarea ouălor de S haematobiuni în lumenul vezicii urinare și crește probabilitatea detectării lor Examinați doar o porțiune proaspătă de urină În cazurile în care acest lucru nu este posibil, se recomandă adăugarea în urină a conservanților care contribuie la conservarea pe termen lung a ouălor de S hacmato bium (câteva zile) Cel mai simplu și mai accesibil conservant este formalina, a cărei concentrație de lucru, după ce a fost adăugată în urină, ar trebui să fie de % Proceduri in laborator: ) Agitați proba de urină livrată timp de de secunde și turnați imediat ml în tuburi de centrifugă conice etichetate > Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ) Se lasă probele timp de oră pentru formarea unui precipitat Lichidul supernatant este drenat, precipitatul este centrifugat timp de - min la (M)- (MM) rpm După centrifugare, în caz de hematurie intensă, se formează un precipitat roșu, vizibil cu ochiul liber Supernatantul este aruncat cu grijă Se ia o picătură de precipitat cu o pipetă Pasteur, se transferă pe o lamă de sticlă și se acoperă cu o lamă ) Produsul finit este examinat la microscop Ouăle de S haematobium sunt greu de distins pe fondul unui număr mare de globule roșii Pentru a îmbunătăți calitatea preparatelor, materialul de testat este clarificat În acest scop, la precipitat se adaugă apă distilată, se adaugă și picături dintr-o soluție apoasă % de hidroxid de sodiu pentru a stimula procesul de liză a eritrocitelor, iar precipitatul este amestecat cu o baghetă de sticlă După ce eritrocitele sunt complet hemolizate (monitorizate de o schimbare a culorii urinei), tubul este plasat din nou într-o centrifugă O picătură de sediment este luată cu o pipetă, transferată pe o lamă de sticlă și acoperită cu o lamă Produsul finit este examinat la microscop Calitatea preparatului este îmbunătățită semnificativ datorită clarificării fondului și ouăle de S haematobium sunt mai vizibile Detectarea ouălor este facilitată prin adăugarea a - picături din orice colorant disponibil în laborator (soluție Lugol, albastru de metilen etc ) la preparat, care creează un anumit fond de culoare și facilitează identificarea ouălor de helminți Principiul metodei de filtrare este concentrarea ouălor de S haematobium (sau microfilariilor de Wuchereria și Onchocerca) prin filtrarea urinei printr-un filtru care nu permite trecerea ouălor și larvelor Cursul de cercetare pentru detectarea ouălor de schistozom: ) Puneți un filtru din policarbonat sau nailon (dimensiunea ochiului - µm) în suportul filtrului Pot fi utilizate filtre de hârtie (Whatman nr sau nr ) Se amestecă proba de urină ) Atrageți ml de urină în seringă și atașați suportul pentru filtru la baza seringii ) Țineți structura rezultată peste tavă și filtrați urina din seringă prin suportul pentru filtru ) Deșurubați suportul filtrului, îndepărtați filtrul cu penseta și așezați-l cu suprafața superioară în sus pe o lamă de sticlă ) Puneți o picătură de soluție Lugol pe o lamă de sticlă și așteptați secunde pentru a păta ouăle ) La mărire redusă (lentil x ) examinați întregul filtru Ouăle Shis tosom devin portocalii și sunt ușor de observat Intensitatea invaziei este determinată de numărul de ouă la ml de urină Pentru a face acest lucru, numărul total de ouă găsite este împărțit la Dacă volumul de urină examinat a fost mai mic de ml, se folosește următoarea ecuație: a - (n: y) x , unde a - numărul de ouă la ml de urină, n este numărul de ouă găsite, y este volumul urinei filtrate examinate METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ În funcție de numărul de ouă găsite, se poate determina gradul de invazie: invazie slabă - - de ouă la ml de urină, invazie severă - de ouă la ml de urină Ouăle de S haematobium sunt identificate pe baza markerilor lor vizibili în fig și Cursul studiului asupra microfilariilor este similar, cu excepția nămolului de filtru: ar trebui să fie nailon cu dimensiunea porilor de - μm Sedimentul de urină pentru toate obiectele poate fi vizualizat atât într-un frotiu nativ, cât și în preparatele colorate Flegmă Sputa - secreție patologică a căilor respiratorii - plămâni, bronhii, trahee, laringe, este eliberată în timpul tusei sau expectorației De regulă, mucusul din gât sau saliva este amestecat cu spută Prin urmare, este foarte important să colectați spută corect În mod intenționat, sputa este examinată pentru prezența chisturilor pneumocystis și a ouălor de paragonim în ea colectare și dezinfecție Sputa proaspăt izolată este colectată curată vase uscate, cel mai adesea într-o cutie Petri Este mai bine să colectați spută dimineața, pe stomacul gol, de preferință chiar înainte de masă Clătiți-vă bine gura înainte de a colecta spută In caz de dificultate in obtinerea sputei se folosesc inhalatii cu abur sau ultrasunete Sunt indicate in special la examinarea sputei pentru prezenta pneumocystis Pacientul în aceste cazuri trebuie avertizat cu privire la indezirabilitatea utilizării pastelor de dinți, deoarece conservanții care alcătuiesc acestea din urmă împiedică o bună colorare a preparatelor de spută Pentru a detecta pneumochisturile, sputa trebuie examinată imediat, în cazuri extreme după - ore, în timp ce o plasați într-un frigider la - ° C, deoarece cu o lungă durată a sputei, flora bacteriană se dezvoltă și elementele celulare sunt distruse, ceea ce face microscopia foarte dificilă Material pentru cercetarea prezenței pneumochisturilor este de dorit să se obțină prin metoda lavajului bronhoalveolar În timpul bronhoscopiei, după ce bronhoscopul este instalat la gura uneia dintre bronhiile subsegmentare, o soluție salină caldă este instilată în părțile distale ale arborelui bronșic, urmată de aspirația acesteia Aspiratul poate fi împărțit în porțiuni: bronșică, bronhoalveolară și alveolară Aspiratul rezultat (lichidul de lavaj) se recomandă, de asemenea, să fie examinat imediat Sunt descrise două moduri de conservare temporară a materialului: a) lichidul de spălare se toarnă într-un vas aflat în gheață cu ml de soluție Hank (comercial, pH , - , ); b) lichidul de spălare este răcit la + °C, după care poate fi folosit pentru cercetări suplimentare pentru ceva timp Dezinfectarea sputei, a lichidului de spălare și a vaselor în care au fost amplasate se realizează prin fierbere și autoclavare sau folosind soluții dezinfectante ( % cloramină etc ) Procedura de examinare a sputei Sputa este turnată în vase Petri într-un strat subțire, examinată pe un fundal deschis și negru Particulele sunt prelevate din formațiuni "ruginite", resturi de țesut etc pe o lamă de sticlă, îndreptate cu grijă cu un ac de disecție, acoperite cu o lamă și Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE privit la microscop Cu un conținut ridicat de puroi și mucus, este mai bine să amestecați spută cu un volum egal de % sifon sau , % KOH sau soluție de NaOH, amestecați, agitați timp de minute, puneți într-un termostat sau într-o baie de apă timp de minute , se centrifug - minute cu viteza - rpm; pregătiți un preparat din sediment și examinați-l la microscop Efectuați studii parasigologice macroscopice (pentru a studia proprietățile fizice ale sputei) și microscopice La o examinare macroscopică a sputei, se acordă atenție mirosului, transparenței, culorii, consistenței și componentelor acesteia Consistenţa sputei este: a) mucoasă; b) mucopurulent; c) purulent; d) sângeroase; e) sângero-mucoasă Când se descrie consistența sputei, se obișnuiește să se pună substratul predominant pe locul al doilea Consistența sputei depinde de compoziția sa: în prezența mucusului, sputa este de obicei vâscoasă (observată cel mai adesea cu pneumocistoză); lichid - în prezența lichidului seros (cu paragonimiază, ascariază etc ), mucopurulent în prezența puroiului (cu abces pulmonar amebian etc ) Culoarea sputei depinde de natura ei, adică din predominanța unuia sau altuia substrat, care îi conferă una sau alta nuanță (cenușiu-sticloasă din cauza mucusului în pneumocistoză, galben-chihlimbar în prezența unui amestec de lichid dintr-un chist echinococic, sângerând în paragonimiază) și din particulele inhalate sputa aceea de culoare Obiectele detectate prin examinarea microscopică a sputei și a lichidului de lavaj sunt prezentate în Tabelul Tabelul Obiecte detectate prin examinarea microscopică a sputei și a lichidului de lavaj Protozoare Pneumocystis carinii Entamocba histolytica (rar) Entamocba gingivalis (rar) Trichomonas lenax (rar) Toxoplasma gondii (rar) Helminți Paragoninius westermani Echinococcus granulosus Strongyloides stercoralis Ascaris luinbricoides (rar) Toxocara caniș (rar) Ancylostoma duodenale (rar) chisturi Trofozoiți Trofozoiți Trofozoiți Trofozoiți ouă Scolexuri, cârlige, fragmente din învelișul exterior Larve Larvele Larvele Larvele Pentru examinarea microscopică a obiectelor prezentate în tabel (inclusiv ouăle de paragonim), este necesar să se examineze spută folosind o metodă de frotiu nativ, spre deosebire de aceasta, pentru a identifica pneumochisturile, materialul de testat este supus unor metode de colorare specifice, discutate mai jos Pentru a detecta pneumochisturile, sputa este plasată într-un tub de centrifugă cu o cantitate egală de orice mucolitic ( , % ditiotreitol în METODE DE ARAZITOLOGIE CLINICĂ , M EDTA, pH= , ; - % NaOH sau KOH; acetil cisteină; % dimexid etc ) Amestecul rezultat este agitat cu o baghetă de sticlă și incubat la °C timp de - minute Amestecul omogenizat este diluat cu o cantitate egală de formol și centrifugat timp de minute la o viteză de rpm Din supernatant se prepară frotiuri pe mai multe lame de sticlă colorate cu diferiți coloranți Medicamente de colorare Petele de screening sunt de obicei folosite pentru a vedea conținutul unui chist cu nuclee (așa-numitele corpi intrapistali), dar nu dezvăluie peretele celular al pneumocistului Acestea includ colorarea conform Romanovsky-Giemsa, Gram, hematoxilină-eozină, conform lui Wright Pentru verificarea finală a pneumochisturilor, complexe, în mai multe etape, necesitând adesea reactivi scumpi, se utilizează colorarea: colorarea cu albastru de toluidină, argintarea Go-Mori-Grohott, violet de cresil Cu ajutorul lor, peretele celular al chisturilor Pneumocystis carinii este vizualizat clar Metode de bază de colorare Colorare modificată conform Romanovsky-Giemsa (Walker el al, ): după fixarea în amestecul lui Nikiforov, frotiurile sunt scufundate timp de minute într-un reactiv sulfat-acetic ( ml acid acetic glacial și ml acid sulfuric concentrat) ; spălați frotiurile timp de minute în apă curentă; Frotiurile de Z sunt colorate cu Romanovsky-Giemsa % roșu în tampon fosfat, pH = , timp de de minute Rezultat: membrana chistului devine roșu-violet, în timp ce conținutul celular nu este vizualizat Procesul de colorare durează de minute Colorarea cu cristal violet (Lavtsovskaya M V ): frotiurile fixate în amestecul lui Nikiforov se pun într-o soluție de acid sulfuric concentrat ( , - , %) timp de minute; frotiurile se spală în apă curentă timp de minute, se usucă la aer; paharele se scufundă într-o soluție apoasă % de cristal violet; excesul de vopsea se indeparteaza prin clatirea liniilor vopsite intr-o solutie apoasa % de CuSO timp de - secunde; spălați frotiurile în apă curentă timp de minut; Frotiurile vopsite sunt uscate la aer Rezultat: învelișul chisturilor devine albastru-violet Procesul de colorare durează ns mai mult de minute Colorarea cu albastru de toluidină (Witebsky EC el al , ): preparatele se fixează în formol %, se spală cu apă distilată; frotiurile se scufundă în reactivul sulfat-acetic (vezi mai sus) timp de minute, după care, după amestecarea reactivului cu o baghetă de sticlă, se lasă în el încă minute; frotiurile astfel preparate se colorează cu albastru de toluidină , % ( mg albastru de toluidină h ml apă distilată + , ml acid clorhidric concentrat + ml alcool absolut) timp de minute; se spală cu apă curentă; finisați vopsirea cu soluție apoasă , % de galben de metanil timp de minute; spălați excesul de vopsea cu apă Rezultat: chisturi albastru-violet, elemente de țesut și fundal - verde-galben Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Notă: vopseaua poate fi folosită timp de un an, reactivul sulfat-acetic nu mai mult de o săptămână! Colorarea io Gomori-Grohottu: preparatele se fixează în formol % - - minute; se spală cu apă distilată; se prepară o soluție % de CrO care este încălzit într-un pahar la ° C, frotiurile sunt plasate rapid în soluția încălzită timp de minut, spălate cu apă distilată; frotiurile sunt scufundate într-o soluție % de metabisulfit de potasiu sau de sodiu timp de minut; , turnați o soluție de lucru de argint ( ml de soluție de metsamină de argint, care constă din ml de metanamină apoasă % sau urotropină și ml de azotat de argint apos %) + ml de apă distilată - g ml de % tetraborat de sodiu apos (borax) + ml dimetil sulfoxid) Soluția de lucru se prepară imediat înainte de utilizare! Frotiurile sunt coborâte în el, soluția este încălzită la - ° C, până când frotiurile devin maro închis, iar soluția devine gri deschis; clătiți preparatele în schimburi de apă distilată; scufundați frotiurile într-o soluție apoasă , % de clorură de aur timp de minut, clătiți cu apă distilată; scufundați frotiurile într-o soluție apoasă % de tiosulfat de sodiu timp de minut, clătiți cu apă distilată; se colorează cu verde deschis ( , g verde deschis și ml apă distilată și picături de acid acetic glacial) timp de minute, se clătește cu apă distilată Rezultat: chisturile sunt maro deschis sau închis (în funcție de grosimea frotiului), rotunde sau sub formă de farfurie; fundalul din jur și elementele de țesătură sunt de culoare verde-galben (Fig ), Pentru a detecta componenta polizaharidă din peretele pneumotoraxului, a fost propusă recent o metodă de utilizare a reacției Bauer pentru a indica P carinii în material patogen (Arabian R A ): ; spălați frotiurile în apă curentă (cel puțin minute); Z frotiurile sunt colorate timp de de minute cu reactiv Schiff Prepararea reactivului Schiff: g parasanilină se dizolvă în ml IN HCI, se adaugă ml apă distilată și g metabisulfit de potasiu Soluția rezultată se păstrează la întuneric până se decolorează complet (nuanță de pai), ceea ce se realizează în - ore; spălați frotiurile în apă curentă timp de minute; frotiurile sunt colorate cu o soluție apoasă , % de verde deschis (timpul este selectat empiric) Rezultat: chisturile P carinii colorează roz-violet Secreții urogenitale Tractul genito-urinar este locuit de singurul reprezentant al Protozoarelor, Trichomonas vaginalîs, patogen condiționat Alte două tipuri de trichomonas care trăiesc în corpul uman - T intestinalis (hominis) și T tenax (buccalis) sunt comensale , Trichomonas vaginalîs provoacă trichomonază acută sau cronică la unele persoane infectate cu aceasta "Biologie T vaginalîs este un protozoar flagelar de formă caracteristică ovoidă sau piriformă, - microni lungime și - microni lățime, are - flageli, o membrană ondulată este situată de-a lungul marginii corpului, ajungând METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ aproximativ jumătate din corp Nucleul este unul, situat în partea din față a corpului Parazitul se reproduce prin simpla diviziune, nu formeaza chisturi, este reprezentat doar de trofozoiti Distribuția este omniprezentă, prevalența Тvaginalis la femei este în medie de - %; bărbații sunt semnificativ mai mici Agentul patogen se transmite pe cale sexuală, copiii se infectează uneori de la mamă în timpul nașterii sau prin mâini, lenjerie și în timpul toaletei organelor genitale Examinarea prezenței acestui protozoar este supusă scurgerii din uretra, canalul cervical, vagin, secreția prostatică, conținutul pasajelor parauretrale, glandele Bartholin și Skene Diagnosticul de laborator se bazează pe microscopia preparatelor umede native din exsudatele genitale sau sedimentele urinare pentru prezența trofozoiților mobili, precum și a preparatelor colorate În materialul proaspăt, trofozoiții sunt clar vizibili, mișcându-se cu mișcări "nervose", zvâcniri sau sărituri Sensibilitatea acestei metode ajunge la - %, specificitatea (în mâinile unui microscopist experimentat) este de % Eficacitatea detectării Trichomonas este afectată de luarea corectă din punct de vedere tehnic a materialului și de vizualizarea în timp util a acestuia Colectie de mostre Evacuarea de la femei se efectuează în timpul examinărilor ginecologice cu o sondă canelată, o lingură Volkmann sau prin aspirare printr-un tub de sticlă cu un spray de cauciuc la capăt (la fetele cu himen conservat) Dacă secreția este foarte slabă, atunci se introduc mai întâi în vagin - ml de soluție salină sterilă folosind instrumentele de mai sus, care apoi este aspirată împreună cu secrețiile Din colul uterin, materialul este colectat folosind un tampon de bumbac steril și transferat într-o picătură de soluție salină caldă sau plasat într-o eprubetă care conține ml dintr-o astfel de soluție dacă materialul este livrat la laborator dintr-o unitate medicală Centrifugați tubul timp de minute Supernatantul este îndepărtat cu o pipetă, din sediment se prepară frotiuri native sau colorate La bărbați se examinează scurgerile sau răzuirea după masaj din uretra anterioară, se centrifughează sucul prostatic (după masajul prostatei), urina, spermatozoizii Pentru a colecta secrețiile din uretră, se introduce în ea o sondă sterilă (ansă bacteriologică, sondă canelată, lingură pentru ureche etc ) Într-o boală cronică și lentă, este mai indicat să se colecteze material din tractul genito-urinar după o provocare preliminară: alimentar (consum de alimente sărate, picante, alcool), biologic (administrare de gonovaccină), termic, mecanic (masaj al uretrei) sau colul uterin) Metode de cercetare Inspecția preparatelor native se realizează cel mai adesea prin metoda "suspensiei cu picături" zdrobite și mai rar - prin metoda picăturii "atârnării" Volumul IJ - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Pentru a pregăti preparatul "suspensie cu picături", o picătură de soluție salină caldă este aplicată pe o lamă de sticlă uscată, fără grăsimi, încălzită la ° C și amestecată cu o picătură din materialul de testat Acoper suspendarea!' sticlă de acoperire, evitând formarea de bule de aer în preparat Spălarile din mucoasa uretrale, sedimentele rare din csntrifugate obținute în soluție salină sunt examinate în preparate native fără diluare suplimentară Când pregătiți o picătură "atârnată", aceasta se află exact în mijlocul lamei, ale cărei margini sunt lubrifiate în prealabil cu gel! vaselina, se aplică o soluție fiziologică încălzită la ° C, la care se adaugă materialul de testat și se amestecă ușor Lamela este răsturnată cu atenție și plasată drop down peste puțul unei lame de sticlă specială pentru a vedea picătura "atârnată" Picătura ar trebui să atârne liber în locașul lamei de sticlă, fără a atinge marginile și fundul acesteia Pregătirile sunt vizualizate mai întâi cu un obiectiv de x, apoi, pentru confirmare, de x Numărul de trofozoiți poate fi uriaș, astfel încât toate câmpurile vizuale sunt în mișcare, sau atât de puține încât parazitul este cu greu detectat printre leucocite mici imobile și resturi celulare, diferă de ele prin mișcări ondulate Pe lângă preparatele preparate din material proaspăt, se prepară preparate permanente fixate și colorate Frotiurile se fixează în amestecul lui Nikiforov timp de - minute și se colorează prin diferite metode În preparatele colorate cu hematoxilină de fier, conform Romanovsky-Giemsa, acridină portocalie sau colorație tricrom (vezi secțiunea ), trofozoiții sunt ușor de recunoscut datorită prezenței flagelilor și a unei membrane scurte ondulate Pentru colorarea cu o soluție , % de verde strălucitor, , g de colorant se dizolvă în ml apă distilată clocotită, filtrată fierbinte printr-un filtru de hârtie O soluție apoasă de vopsea este aplicată pe preparat timp de minut, apoi vopseaua este spălată sub jet de apă, preparatul este uscat și microscopat Cu această colorare, nucleii de T vaginulis sunt colorați în verde intens, citoplasma plasă în verde deschis, coaja este clar vizibilă Flora bacteriană devine verde cu intensitate diferită Microscopia preparatelor colorate este o metodă simplă și ieftină care nu necesită examinare imediată, echipament special, dar specificitatea și sensibilitatea sa sunt scăzute Reexaminările sunt utile Identificarea T vagînalis nu provoacă dificultăți serioase În preparatele native, acestea ar trebui să fie diferențiate de flagelații cu viață liberă din familia bodonidelor, care intră în preparat din apă sau vase contaminate Aceste flagelate saprofite au doar flageli și se mișcă în linie dreaptă În preparatele colorate de Trichomonas vaginalis, membrana, nucleul, citoplasma și blefaroplastul sunt clar vizibile flageli (Fig ) Metoda culturii este cea mai sensibilă și specifică metodă Trichomonas căutat de umiditate oferă o creștere bună pe artificial METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ nye medii nutritive care conțin antibiotice pentru a suprima creșterea microflorei asociate Materialul trebuie luat cu o sondă sterilă sau o ansă bacteriană Materialul este semănat pe mediu SKDS, mediu dintr-un amestec de înlocuitori de sânge standard lichizi, mediu SGDS Pentru cultivarea Trichomonas, mediul "Vagicult" al companiei Orion Diagnostica (Finlanda) este utilizat pe scară largă Examinarea microscopică a culturilor și identificarea T vaginalis trebuie făcută în zilele - (rezultat pozitiv - creștere aproape de jos sub formă de sediment dens albicios) Deoarece durata dezvoltării Trichomonas în cultură depinde de mărimea dozei de însămânțare, după studiu se stabilește un rezultat negativ în ziua - și - de semănat Din sedimentul de fund se prepară un preparat nativ pentru microscopie Metoda de cultură este costisitoare din cauza mediilor nutritive utilizate În prezent, a apărut un diagnostic cultural comercial "Tricho-monaScreen" de Biosrvis (Moscova), care include sonde sterile, mediu nutritiv uscat în capsule, un pachet de testare și o pipetă de măsurare Rezultatul studiului este de maximum zile Metoda imunologică face posibilă determinarea Тvaginalîs în NRIF folosind kitul TrichoSlide (JSC LABdiagnostika, Rusia) Amprentele de material din diverse leziuni sunt aplicate pe o lamă de sticlă cu godeuri speciale cu sonde de unică folosință cu un tampon de bumbac bine absorbant Trichomonas sunt vizibile ca formațiuni polimorfe cu o strălucire verde strălucitoare caracteristică Flora bacteriană devine portocalie, leucocite, celule epiteliale, spermatozoizi - roșu-brun Rezultatul este considerat negativ în absența elementelor celulare cu o luminiscență specifică Sensibilitatea și specificitatea metodei imunologice sunt comparabile cu cele ale metodei de cultură Este relativ ieftin, ușor de executat și vă permite să obțineți un răspuns în - de minute Biopsie tisulară Se prelevează probe de biopsie din țesuturi sănătoase sau alterate patologic pentru a detecta protozoare parazitare și ouă sau larve de helminți din acestea J, Secțiunea cutanată pentru prezența Onchocerca volvulus microfilariae se obține folosind un ac și un bisturiu sau o lamă de ras Principiul metodei este detectarea microfilariilor care ies dintr-o biopsie plasată în soluție salină Cursul de pregătire și cercetare a medicamentului: ) Tratarea zonei pielii cu alcool sau eter ) După ce dezinfectantul s-a evaporat, un ac subțire steril este introdus în piele strict superficial orizontal și pielea este ridicată deasupra pielii ) Tăiați o bucată de piele, ridicată cu un ac, cu o lamă de ras (sau un bisturiu ascuțit), ținând-o orizontal și mișcându-se împotriva acului Cu o procedură corect efectuată se obține o bucată de aproximativ mm, fără urme de sânge ) Se amestecă biopsia cutanată într-o picătură de soluție salină pentru pre Volumul I - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE cu un pahar cu apă sau într-o placă de microtitrare Se lasa de minute la temperatura camerei, protejand preparatul de uscare ) Examinați preparatul la microscop pentru prezența microfilariilor mobile vii Rezultat: Microfilariile încep să părăsească specimenul de biopsie imediat, după de minute aproximativ % îl părăsesc, iar după o oră aproape tot ce se afla în specimenul de biopsie Dacă proba de biopsie este cântărită imediat după primirea acesteia pe o balanță de torsiune, atunci după o oră este posibil să se determine intensitatea invaziei (numărul de microfilarii în mg de piele) Cu un număr foarte mare de microfilarii în preparat, acestea sunt deshidratate pentru a facilita numărarea prin adăugarea unei picături de formol Identificarea microfilariilor se realizează conform caracteristicilor indicate în Fig (vezi secțiunea ) Biopsie de ulcer cutanat pentru prezența amastigotelor dermatotron leishmania Principiul metodei: microscopia celulelor infiltratului marginal din jurul ulcerului pentru prezența leishmaniei în macrofage sau în afara acestora Cursul de pregătire și studiu al medicamentului Biopsia trebuie luată cu o cantitate minimă de sânge și un număr maxim de macrofage Pentru a face acest lucru, locul rolei infiltrative este anemizat prin strângerea acestuia cu două degete ale mâinii stângi sau cu penseta, făcând o incizie cu un bisturiu ascuțit și răzuind o bucată de țesut O biopsie poate fi obținută prin mușcarea unei bucăți de țesut cu penseta sau prin introducerea unui ac dentar steril cu o crestătură în infiltrat (utilizat pentru îndepărtarea nervului de pe dinte) și, transformându-l în țesutul infiltrat, este îndepărtat împreună cu materialul capturat Proba de biopsie împreună cu lichidul sanguin este transferată pe o lamă de sticlă, frotiul rezultat este unt, fixat, colorat conform Romanovsky-Giemsa și examinat cu un sistem de imersie, ca în studiul unui frotiu de măduvă osoasă (vezi secțiunile și ) Biopsie musculară pentru trichinela Principiul metodei: detectarea larvelor de Trichinella încapsulate sau vii în mușchi prin compresie sau digestie prin biopsie Cursul de pregătire și cercetarea preparatelor Pentru a studia metoda de compresie, se face o mică biopsie a mușchiului deltoid, biceps sau gastrocnemius, strânsă între două plăci de sticlă și examinată la microscop la mărire mică Cu invazie intensivă, larvele de Trichinella încapsulate sunt ușor de detectat în preparat; cu o invazie slabă, sunt de obicei vizibile Pentru detectarea larvelor vii de Trichinella se efectuează următoarele manipulări: se prepară un lichid de digerare: se dizolvă mg de pepsină! în litru de apă distilată, la care adaug '!' ml acid clorhidric concentrat; se incubează proba timp de de ore la °C, agitând ocazional; se adaugă - ml apă încălzită la °C și se toarnă lichidul de digestie diluat în pâlnia Berman (vezi secțiunea ) Lăsați lichidul în pâlnie timp de o oră sau mai mult în ordine astfel încât larvele să treacă în gura pâlniei; eliberează lichid din METODE DE PARAZITOLOGIE CLINICĂ pâlnie și examinați la microscop prezența larvelor vii; în cazul absenței vizibile a larvelor, se centrifughează tot lichidul din pâlnie timp de minute la rpm și se examinează sedimentul Rezultat Detectarea larvelor de Trichinella este un criteriu absolut pentru trichineloza la pacientul examinat - Biopsie tisulară pentru cisticerci I Іri tenioză, pacientul poate dezvolta cisticercoză - parazitism în țesuturile sale (ochi, conjunctivă, creier, țesut subcutanat, mușchi) din stadiul larvar al Taenia solium O biopsie tisulară (de exemplu, un nod subcutanat) este îndepărtată cu ace de disecție pentru a izola o veziculă albicioasă de dimensiunea unui bob de mazăre vizibilă cu ochiul liber - cisticercul însuși Se zdrobește între două lame de sticlă și se examinează la microscop Prezența unui scolex cu ventuze și o corolă de cârlige în veziculă confirmă diagnosticul de cisticercoză Dacă cisticercul este impregnat cu var, atunci pentru a detecta capul, acesta trebuie mai întâi decalcificat într-o soluție de acid azotic % timp de oră Imunodiagnostic Metodele de diagnosticare imunologică în parazitologia clinică devin din ce în ce mai importante, în ciuda faptului că nu pot și nu trebuie să înlocuiască metodele parazitologice precise, de obicei disponibile și ieftine Cu toate acestea, în unele cazuri, necesitatea utilizării metodelor imunologice este imperativă O astfel de nevoie apare atunci când este imposibil să se obțină material pentru microscopie prin metode neinvazive pe parcursul întregului curs de infecție/invazie (toxoplasmoză, amebiază extraintestinală, trichineloză, goxocaroză, echinococoză, cisticercoză, paragonimiază larvară) sau în faza acută, când nu exista stadii diagnostice (opistorhiaza, paragonimiaza pulmonara, fascioliaza) Uneori se folosesc metode imunologice pe lângă cele parazitologice, dacă sensibilitatea acestora din urmă în faza cronică este insuficientă din cauza intensității scăzute a infecției/invaziei (irpanosomiază, criptosporidioză, strongiloidiază, schistosomiază) Toxoplasmoza În scopul diagnosticării de laborator a acestei infecții cu protozoare larg răspândite, se utilizează o gamă foarte largă de metode imunologice: un test cutanat cu toxoplasmină RSK RIGA, NRIF, ELISA, precum și reacția originală cu un colorant (reacția Sebin-Feldman) În ultimii ani, locul fruntaș în imunodiagnosticul infecției cu toxoplasmă a fost ocupat de (IRIF în variantă semi-cantitativă (titru IgG) și ELISA în versiune cantitativă (IgG și IgM în UI/ml) Sistemele de testare imunoenzimatică pentru determinarea anticorpilor antitoxoplasmă sunt produse de ZAO Vector-Best și Eco-Lab (RF) De asemenea, sunt utilizate sisteme de testare importate de la Sanofi Diagnostics Paster Labsystems " (Finlanda) și altele Setarea unui sistem de testare goy sau alt sistem de testare se realizează în conformitate cu instrucțiunile companiei Grădina Zoologică Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Amebiaza extraintestinală Sunt utilizate sisteme de testare NRIF și ELISA produse în SUA Toxocaroza Este utilizat sistemul de testare "Thias car-strip" al CJSC "Vector-Best" (RF) Trichineloza Este utilizat sistemul de testare "Tiatris-strip" al CJSC "Vector-Best" (RF) Opistorhiază Se folosesc sisteme de testare imunoenzimatică, produse de ZAO Vector-Best și Eco-Lab (RF) Echinococoza Sistemul de testare pentru detectarea anticorpilor la Echinococcus multilocularis este fabricat de Eco-Lab (RF), E granulosis Ag liofilizat pentru IEF și RSK de Sanofi Diagnostics Pasteur (Franța) BIBLIOGRAFIE Avdyukhina TI, Konstantinova T N , Gorbunova Yu P Diagnosticul de laborator al helmintiazelor Partea I Nematodoze: Manual, manual; M , Belyaev A E , Avdyukhina T N , Gorbunova Yu P , Filippov A M Laborator- naya diagnostic al malariei: manual, manual; M , Berezantsev Yu A , Avtushenko E G helmintologic scatologic diagnostic , L , Medicină, Gorbunova Yu P Diagnosticul de laborator al irotozoozei intestinale, M , Daiger A B , Tumka A F Boli parazitare, L , Medicină, Lavdoichskaya M V , Lysenko A Ya , Avdyukhina T I , Gorbunova Yu P Amebiaza: Manual, alocație; M , Lysenko A Ya (ed ) Ghidul bolilor tropicale, M , Medicină, Lysenko A Ya , Pavlova E A Evoluții metodologice în laborator diagnosticul malariei; M , Dezvoltari metodologice pentru exercitii practice de diagnostic de laborator Noske malaria / Comp Lysenko A Ya , Belyaev A E , M : TSOLIUV, Metode de bază de diagnostic de laborator al bolilor parazitare, OMS, Geneva, Pavlova E A Diagnosticul de laborator al bolilor parazitare Partea Protozooze intestinale, M , T^mka A F Parazitologie, epidemiologie și diagnostic de laborator al infecțiilor cu protozoare intestinale, L , Medicină, Bcnch Aids for the diagnostic of intestinal parazits, OMS, Geneva, Bcnch Aids for the diagnostic of filaria infecties, OMS, Geneva, Bcnch Aids for the diagnostic of malaria, OMS, Geneva, MOLECULAR- METODE BIOLOGICE DE DETECȚIE ȘI IDENTIFICARI AGENTI PATOGENI Detectarea și identificarea Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealîticum prin reacția în lanț a polimerazei Introducere Chlamydia trachomatis este un parazit intracelular care infectează epiteliul suprafețelor mucoase ale tractului genital, rectului, nazofaringelui și conjunctivei Chlamydia sunt cauza bolilor inflamatorii ale organelor și țesuturilor de mai sus, în cursul complicat sau cronic al cărora apar infertilitate, prostatita, xratoconjunctivită etc Mycoplasma hominis și Ureaplasma urealîticum sunt adesea paraziți membranari concomitenți ai membranelor mucoase epiteliale, provocând inflamații modificări care conduc la consecințele enumerate mai sus Studii independente efectuate în clinici din diferite țări au arătat că în - % dintre tulburările de reproducere umană sunt cauzate de infecții mixte ale tractului urinar, printre care, la rândul lor, se găsesc adesea chlamydia, micoplasma și ureaplasma Cursul asimptomatic pe termen lung și multiplele manifestări clinice nespecifice fac dificilă diagnosticarea simptomatică a acestor boli Nici metodele de analiză tradiționale, imunochimice sau serologice nu sunt întotdeauna eficiente, deoarece aceste infecții apar într-o formă latentă, provocând adesea un răspuns șters al organismului uman Costul ridicat, durata și complexitatea izolării microbiologice a acestor agenți patogeni în cultură complică semnificativ utilizarea acestei proceduri în diagnosticul de laborator Literatura de specialitate a acumulat o vastă experiență clinică și de laborator în utilizarea metodei PCR pentru detectarea acestor microorganisme Principalele ținte de amplificare în depistarea chlamydia trachomatis sunt; secvența de nucleotide a unei plasmide critice specifice speciei, secvența proteinei majore ale membranei interioare, genele ribozomale Fragmente de gene de adezină sau ARN ribozomal sunt folosite pentru a identifica M honnnis Pentru ureaplasme - i ene de ureaza Următoarea este metoda care stă la baza activității unui set de reactivi pentru determinarea chlamydia trachomatis, mycoplasma hominis și ureaplasma urealiticum prin metoda reacției în lanț a polimerazei, aprobată de Ministerul Sănătății al Rusiei sub (TU- - - ) ) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE CARACTERISTICI ANALITICE Specificitatea analizei În proba martor pozitiv, o bandă de culoare portocalie-roșu trebuie detectată după separarea amestecului de reacție în gel de agaroză, corespunzătoare ca mobilitate unui fragment din genomul Chlamydia trachomatis sau Ureaplasma urealiticum sau Mycoplasma hominis În proba martor negativ, banda corespunzătoare unui fragment din genomul Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealiticum sau Mycoplasma hominis ar trebui să fie absentă Echipamente și reactivi ) Micropipete semiautomate pentru - , - , - , - µl; ) Vârfuri pentru micropipete; ) Microtuburi de plastic pentru , ml și , ml; ) Raft pentru microtuburi; ) Microcentrifuga la - mii rpm pentru tuburi de , si , ml; ) Dispozitiv pentru electroforeza orizontala; ) Termostat programabil (amplificator ADN); ) Termostat la - °C pentru tuburi de , ml; ) Transiluminator cu ultraviolete; ) Jet de apă sau pompă de vid cu sifon; ) cuptor cu microunde sau baie de apă la - °C; ) Agitator pentru microsonda tip "Vortex"; ) Balon conic termorezistent cu o capacitate de ml; ) Balon conic cu o capacitate de l; ) Vârfuri sterile - µl; ) Eprubete sterile din plastic cu volum de , ml; ) Tuburi sterile din plastic cu un volum de , ml pentru amplificare; ) Soluție fiziologică sterilă; ) Sonde universale pentru preluarea materialului clinic Reactivi ) Soluție I - soluție M de tiocianat de guanidină, mM Tris HCI, pH , ) Soluția II - soluție M de tiocianat de guanidină ) Soluția III - % etanol mM NaCl, Tris HCI pH , ) Sorbent - suspensie de pământ de diatomee ) tampon TE - mM Tris HCI, ImM EDTA, pH , ) polimerază Taq ( unități/ml) ) Apa deionizata ) Ulei mineral ) tampon PCR I x - mM Tris HCI mM / NH )SO , , % tween- , mM MgCI , , % gelatină pH , la °C ) grunduri cu următoarea compoziție: ' CACGAGCTGACGACAACCATGCA * - R ' GGTTAGCAATAACCTAGCGGCGA ' - N * AAAGGCGTGTAGGCGGAAAG '-Chl * CGTTTGCGAGCGCTTTTGGATG * -U la o concentrație de pmol/µl fiecare DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR ZOG I) o soluție de deoxinucleotide trifosfați (NTP) mM fiecare de ATP, TTP, CTP, GTP ) Agaroză ) x tampon HAE ( xTAE) M Tris-acetat pH , , , M EDTA ) x tampon de încărcare a probei, ( % zaharoză, , % albastru de bromofenol) ) Soluție de bromură de etidio, % ) Probe de control pozitiv - preparate de ADN M hominîs, U urc-aliticum, C trachomatis cu o concentrație de fg/μl ANALIZĂ Izolarea ADN-ului dintr-o probă Colectarea materialului clinic Materialul de testat (răzuirea celulelor epiteliale din canalul cervical, uretra, faringe) este transferat în ser fiziologic într-un tub de polipropilenă de , ml folosind sonde de răzuire epiteliale sterile de unică folosință Pentru a face acest lucru, materialul prelevat de la pacient pe sondă este coborât în µl de ser fiziologic, amestecat, sonda este îndepărtată (aruncată), iar proba pregătită în acest mod este utilizată pentru extracția ADN-ului sau depozitată la o temperatură de - °C timp de cel mult săptămâni Prelucrarea probelor clinice înainte de amplificare (extracția ADN) ) La µl de ser fiziologic care conține material clinic într-un tub de , ml (tip Eppendorf) adăugați µl de soluție și µl de suspensie de sorbant Probele sunt incubate timp de minute la temperatura camerei, agitandu-se de - ori ) Probele sunt centrifugate timp de secunde într-o microcentrifugă la - g ( - mii rpm), supernatantul este aruncat ) Adăugați µl de soluție II în pelete și agitați-o într-un vortex Sorbantul este precipitat prin centrifugare la - g ( - mii rpm), timp de secunde Supernatantul este aruncat ) Se repetă procedura de spălare de încă două ori folosind , ml soluție III so așa cum este descris în p Z ) Centrifugarea suplimentară la ~ g ( - mii rpm), urmată de eliminarea supernatantului, îndepărtează resturile de soluție III Probele se usucă timp de minute la o temperatură de - °C, lăsând tuburile deschise ATENŢIE! În toate etapele procesării materialului clinic, supernatantul este îndepărtat cu vârfuri de plastic de unică folosință folosind o pompă cu jet de apă într-un balon cu capcană care conține o soluție dezinfectantă ( % cloramină sau % peroxid de hidrogen etc ) ) Adăugați µl de tampon GE în tuburile cu sorbant și închideți-le amestecat pe un vortex și incubat timp de minute la o temperatură de - °C ) Tuburile sunt centrifugate timp de secunde la -l g ( - mii rpm), faza apoasă (supernatant) este folosită ca probă de ADN de testare pentru stabilirea reacției de amplificare Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Probele tratate în acest mod pot fi păstrate la °C timp de o săptămână sau la minus °C timp de luni Efectuarea unei reacții în lanț a polimerazei ) Pregătiți eprubete pentru amplificare numerotându-le și aranjandu-le în mod corespunzător într-un suport De asemenea, pregătiți eprubete pentru controale pozitive și negative ) Transferați µl de probă din proba clinică procesată în tubul corespunzător pentru amplificare ) Adăugați µl de ADN de control pozitiv în tuburile corespunzătoare și µl de apă în tuburile marcate ca martori negativi ) Extrage soluții de tampon PCR x, H'I'F, polimerază Taq grunduri din congelator, dezghețați conținutul și transferați-le într-o baie de gheață ) Pregătiți un amestec de reactivi conform tabelului de mai jos: Cantitate Apă, x PCR Taq, soluție* NTP, µl tuburi µl tampon, µl µl primeri, µl , , , , , , ATENŢIE! Când pregătiți un amestec de reactivi, este necesar să adăugați toate componentele cu vârfuri separate *Pentru depistarea chlamydia trachomatis se folosesc o pereche de primeri R si CN, mycoplasma hominis - R si H, ureaplasma urealyticum - R si U ) După ultima adăugare a polimerazei Taq, amestecul trebuie amestecat bine prin pipetare ) Adăugați µl din amestecul de amplificare în fiecare tub care conține µl din proba analizată ) Adăugați o picătură (aproximativ µl) de ulei mineral folosind o pipetă de ml ) Închideți tuburile și centrifugați timp de - secunde la - g ( - mii rpm) ) Transferați eprubetele într-un termostat programabil (amplificator) și efectuați amplificarea conform următorului program: °C - sec °С - sec numărul de cicluri °С - sec DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR ÎNREGISTRAREA REZULTATELOR ) Se toarnă în aparatul de electroforeză tampon IxTAE preparat în apă distilată diluată de xTAE de de ori ) La , g de agaroză se adaugă ml de tampon xTAE și ml de apă distilată ) Topiți agaroza pe aragazul electric sau în cuptorul cu microunde Se adaugă µl de soluție de bromură de etidio la ml de agaroză topită Amesteca ) Se toarnă gelul de agaroză conform instrucțiunilor pentru aparatul de electroforeză orizontală Este convenabil să se folosească capace pentru plăci de imunotest de dimensiuni adecvate pentru turnarea gelului de agaroză Pentru a obține buzunare în gelul de agaroză, așezați pieptene pe farfurie folosind o clemă bulldog Se răcește agaroza la o temperatură de - °C și se toarnă pe farfurie După ce agaroza s-a solidificat, îndepărtați cu grijă pieptene din gel și transferați-l în aparatul de electroforeză ) Adăugați în fiecare tub de amplificare µl de tampon de încărcare a probelor X ) Aplicați - µl de amplificat în buzunarele de gel pre-amestecat cu tampon de probă (vezi mai sus), în ordine conform numerotării probei Aplicați controale pozitive și negative ) Conectați camera electroforetică la sursa de alimentare și setați tensiunea corespunzătoare intensității câmpului electric de - V/cm Se efectuează separarea electroforetică a produselor de amplificare în direcția de la catod (-) la anod (+) timp de - min ) Scoateți gelul din matriță și transferați-l pe sticla transiluminatorului ATENŢIE! G gelul de agaroză trebuie lucrat cu mănuși, tzh bromura de etidio este un puternic mutagen ) Porniți transiluminatorul și analizați rezultatele analizei Fragmentele de ADN analizat apar ca benzi luminoase portocalii-roșii ANALIZA REZULTATELOR DIAGNOSTICULUI ) Control negativ - absența oricăror fragmente de ADN ) Control pozitiv - pentru chlamydia este detectată o bandă de bp, pentru ureaplasme - bp, pentru micoplasme - bp ) Probele analizate: absența unei benzi strict la nivelul controlului corespunzător indică un răspuns negativ la prezența acestui agent patogen Prezența unei benzi corespunzătoare mobilității electroforetice a controlului pozitiv indică prezența acestui agent patogen în proba clinică ) Rezultatele obţinute pot fi documentate prin fotografiarea gelurilor folosind un filtru portocaliu sau de interferenţă ( nm) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Diagnosticul PCR al virusului hepatitei B Virusul hepatitei B (HBV), descoperit în de BSBlumbcrg este considerat în prezent principalul agent etiologic al bolilor hepatice și al carcinomului hepatocelular HBV, cel mai mic virus uman cunoscut, este o particulă de bp constând dintr-o înveliș exterioară reprezentată de antigenele de suprafață pre-Sl, npe-S , S și o nucleocapsidă, reprezentată de un acid nucleic înconjurat de o proteină de bază, Corc Genomul virusului este reprezentat de o moleculă de ADN parțial dublu catenară, cu o dimensiune de aproximativ bp și are următoarele gene: pol- codifică polimeraza virală, S- codifică proteinele învelișului exterior (HBsAg, npeSl, npeS ) C- codifică proteina nucleocapside (HBcAg) și proteina secretată (HBcAg), X- codifică o proteină implicată în reglarea replicarea virală și expresia proteinelor virale Se presupune existența unor cadre de lectură suplimentare, al căror rol este în prezent studiat activ Codificarea unui număr semnificativ de proteine virale și elemente de reglare cu o dimensiune mică a genomului viral este asigurată de suprapunerea completă sau parțială a genelor (Fig ) HBc Ag TYTTVTyUUfJLEir HBeAg(-)|j miez P PRE-CORE Thr -► Stop TGG-TAG l-'xxxxxxxxxxxxxxx' miezul UjUck xxxxxxzxx PFE CORI TTTTTfTTTTTTTY :: CORE P S (HBsAg) ADN polimeraza xxxxxxxxxxxxxxxxxxx ; gena X HBeAg DNA p p I+SHNShZH+ Orez Organizarea genomului virusului hepatitei B Diagnosticul serologic include determinarea principalelor antigene virale și a anticorpilor împotriva acestora prin ELISA, precum și determinarea ADN-ului viral prin reacția în lanț a polimerazei (PCR) Principalii markeri imunologici includ HBsAg, HBcAg, anti-HBc IgM, anti-HBs anti-HBs Dezvoltarea metodelor de diagnosticare a genelor, în primul rând, NDP a crescut semnificativ conținutul informațional al diagnosticelor de laborator Prezența HBV-DIIK în serul pacientului indică activitatea de replicare a virusului Metoda ICR este extrem de sensibilă ( - copii/ml), ceea ce este foarte important la titruri mici de virus În prezent, PCR, împreună cu alte teste de laborator, este utilizată în diagnosticul hepatitei virale și în terapia antivirală ÎN DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN METODA PCR Următoarea metodă a folosit primeri pentru regiunile conservatoare ale genei s Următoarea procedură pentru prepararea probelor și PCR stă la baza instrucțiunilor pentru trusa POLYGEP-B pentru detectarea virusului hepatitei B în ser sau plasmă TU - - - - CARACTERISTICI ANALITICE Specificitatea analizei În proba martor pozitiv (ADN al virusului hepatitei B), o bandă de culoare portocalie-roșu trebuie detectată după separarea electroforetică a produselor de amplificare în gel de agaroză, corespunzătoare în mobilitate unui fragment de bp al genomului virusului hepatitei B În proba martor negativ, banda roșie-portocalie corespunzătoare unui fragment al genomului virusului hepatitei B ar trebui să fie absentă Echipamentul necesar ) Pipete semi-automate cu un singur canal pentru - , - , - , - µl ) Varfuri cu filtre pentru pipete (ART-tips) ) Microtuburi de plastic pentru , ml și , ml ) Raft pentru microtuburi ) Microcen vulture ha la mii rpm pentru tuburi de , si , ml ) Dispozitiv pentru electroforeza orizontala ) Termostat programabil (ciclator ADN) ) Transiluminator cu ultraviolete ) Jet de apă sau pompă de vid cu balon-sifon ) Cuptor cu microunde, aragaz electric sau baie de apa la - C ) Agitator pentru microtuburi (tip Vortex) ) Mănuși de cauciuc sau plastic de unică folosință Reactivi ) soluție de denaturare ( M tiocianat de guanidină; mM tris-HCL; % fenol; , M acetat de sodiu, pH , ); ) alcool izopropilic; ) soluție de spălare (alcool etilic %); ) soluție purtător (ARN de transfer; mg/ml); ) apă deionizată; ) x tampon PCR ( , M Tris-HCI, pH , ; mM MgCI; , M KC ; , % soluție de gelatină, , % soluție Tween- ), ) Soluție de amorsare HBV cu următoarea compoziție: HBV" '-GAT TCC TAG GAC CCC TGC TCG TGT TAC- ' HBV '-A AT TAG AGG ACA A AC GGG C A A C AT ACC- ' la o concentraţie de pmol/pl fiecare; ) soluţie dNTP ( , mM fiecare); ) polimerază Taq (SPF Litech), U/µL; ) ulei de vaselină; ) agaroză; ) x TAE tampon ( M Tris-acetat, pi I , , , M EDTA); ) x tampon de încărcare a probei ( % zaharoză, , % bromo- Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE albastru fenol); ) soluție de bromură de etidio, %; ) probă martor de ADN-VHB, cu o concentrație de cel puțin fg/µl ANALIZĂ Izolarea ADN-ului din ser sau plasmă Colectarea materialului clinic Pentru obținerea serului, sângele venos în cantitate de μl este colectat într-un tub de polipropilenă de , ml și lăsat să se coaguleze Tubul este centrifugat, serul rezultat este transferat într-o polipropilenă sterilă Tub de , ml folosind un vârf de filtru Serul sanguin poate fi păstrat la - °C timp de lună Pentru a obține plasmă, sânge venos în cantitate de pl este colectat într-un tub steril de polipropilenă de , ml cu pl de soluție , M ED-TA Se amestecă bine, tubul este centrifugat, plasma rezultată este transferată într-un tub steril de polipropilenă de , ml folosind un vârf de filtru Plasma poate fi păstrată la - °C timp de până la lună Tratamentul serului sau al plasmei sanguine înainte de amplificare (extracția ADN) ) Adăugați µl de soluție purtător și µl de soluție de denaturant într-un tub curat de polipropilenă de , ml ) Adăugați µl de ser sau plasmă de testat Pentru a evita contaminarea probei, serul sau plasma trebuie transferate într-un tub de denaturare folosind vârfuri de filtru ) Vortexați bine timp de secunde Se incubează la temperatura camerei (+ - 'C) timp de min ) Centrifugați timp de secunde la mii rpm la temperatura camerei ) Adăugați µl de cloroform, agitați timp de secunde ) Se centrifugă timp de minute la rpm la temperatura camerei ) Transferați µl din faza superioară într-un tub curat din polipropilenă care conține µl de alcool izopropilic Vortexați timp de secunde Pentru a evita contaminarea, această procedură trebuie efectuată folosind vârfuri de filtru ) Centrifugați timp de minute la mii rpm la temperatura camerei ) Aruncați supernatantul folosind un aspirator cu vid în balonul cu capcană Această manipulare se efectuează cu precauție extremă, nepermițând captarea sedimentelor ) Adăugați ml soluție de spălare, amestecați ) Se centrifugă timp de minute la k in la temperatura camerei DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR ) Îndepărtați supernatantul cât mai complet posibil fără a prinde peletul Se usucă precipitatul timp de - de minute ) Adăugați µl de apă deionizată, acoperiți tuburile, incubați timp de minute la temperatura camerei, apoi amestecați prin agitare Soluția de ADN purificată poate fi păstrată la - °C timp de până la două săptămâni Efectuarea unei reacții în lanț a polimerazei Înainte de a efectua PCR, este necesar un set de reactivi pentru efectuarea reacției, păstrați la o temperatură de - °C Decongelați lăsându-l la temperatura camerei timp de - de minute ) Se prepară eprubete de , ml pentru amplificare într-o cantitate corespunzătoare numărului de probe studiate, numerotându-le și așezându-le corespunzător într-un suport De asemenea, pregătiți tub de control pozitiv și tub de control negativ pentru fiecare de probe testate ) Pregătiți un amestec de componente pentru amplificare pe baza unei probe: x tampon PCR pl Primeri HBV µl Apă, deionizată ui polimerază Taq , ui ) Se amestecă amestecul prin pipetare și se adaugă µl în fiecare tub de amplificare ) Adăugați o picătură (aproximativ µl) de ulei de vaselină în fiecare tub folosind o pipetă cu un vârf de ml ) Adăugați µl din soluția de probă analizată în tuburile corespunzătoare cu un vârf individual cu un filtru Se adaugă ui de apă deionizată în tubul etichetat ca martor negativ și ui de ADN HBV în tubul etichetat ca martor pozitiv ) Închideți tuburile, centrifugați timp de secunde la mii rpm la temperatura camerei, puneți într-un termostat programabil (amplificator), încălzit în prealabil la ° C și verificați reacția conform următorului program: CP sec °С sec numărul de cicluri CP sec "S sec O°С sec numărul de cicluri "S sec ÎNREGISTRAREA REZULTATELOR ) Se toarnă în aparatul de electroforeză ml de tampon AE x preparat în apă distilată prin diluarea tamponului xTAE de de ori ) Se adaugă ml de tampon xTAE și ml de apă distilată la , g de agaroză ) Topiți agaroza pe aragazul electric sau în cuptorul cu microunde Adăuga Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE la ml de agaroză topită µl de soluție de bromură de etidio Amesteca ) Se toarnă gelul de agaroză conform instrucțiunilor pentru aparatul de electroforeză orizontală Este convenabil să se folosească capace pentru plăci de imunotest de dimensiuni adecvate pentru turnarea gelului de agaroză Pentru a obține buzunare în gelul de agaroză, așezați pieptene pe farfurie folosind o clemă bulldog Răciți agaroza la - °C și turnați pe farfurie După ce agaroza s-a solidificat, îndepărtați cu grijă pieptene din gel și transferați-l în aparatul de electroforeză ) Adăugați în fiecare tub de amplificare µl de tampon de încărcare a probelor X ) Aplicați - µl de amplificat preamestecat cu tampon de aplicare a probei (vezi mai sus) în buzunarele de gel în secvența corespunzătoare numerotării probelor Distribuiți în buzunarele de gel - µl de controale pozitive și negative pre-amestecate cu tampon de încărcare a probei ) Conectați camera electroforetică la sursa de alimentare și setați tensiunea corespunzătoare intensității câmpului electric de - V/cm Se efectuează separarea electroforetică a produselor de amplificare în direcția de la catod (-) la anod}' (+) timp de - min ) Scoateți gelul din matriță și transferați-l pe sticla transiluminatorului ATENŢIE! Gelul de agaroză trebuie manipulat cu mănuși, deoarece bromura de etidio este un mutagen puternic ) Porniți transiluminatorul și analizați rezultatele analizei Fragmentele de ADN analizat apar ca benzi luminoase portocalii-roșii ANALIZA REZULTATELOR ) Control negativ - banda portocalie-roșie ar trebui să lipsească ) Control pozitiv - este detectată o bandă portocalie-roșie care măsoară perechi de baze ) Probele analizate: absența unei benzi portocalii-roșii strict la nivelul controlului corespunzător indică un răspuns negativ la prezența acestui agent patogen I Numărul benzii portocalii-roșii, corespunzător mobilității electroforetice a controlului pozitiv - prezența acestui agent patogen în proba de ser sau plasmă sanguină ) Apariția unei benzi în controlul negativ indică contaminarea componentelor trusei ) Rezultatele obţinute pot fi documentate prin fotografiarea gelurilor folosind un filtru portocaliu sau de interferenţă ( nm) DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR Detectarea virusului hepatitei C prin reacție în lanț a polimerazei Din , când au fost dezvoltate imunotestele enzimatice ale sistemului r pentru diagnosticarea virusurilor hepatitei A și B, majoritatea hepatitelor post-transfuzionale (aproximativ / din cazuri) au început să nu fie clasificate nici ca A nici ca B Studii intensive ale hepatitei de Etiologia virală a făcut posibilă identificarea în a unui nou virus hepatotrop care conține ARN, numit mai târziu virusul hepatitei C Pe baza caracteristicilor sale biologice și moleculare, acest virus a fost atribuit familiei Flaviviridac și separat într-o specie separată de Hepacivirus împreună cu specii deja cunoscute de Flavivirus și Pestivirus Virionul virusului hepatitei C este sferic și înconjurat de o înveliș lipidic Conform datelor recente, acest înveliș lipidic este format din lipoproteine cu densitate scăzută ale organismului gazdă (uman) și facilitează pătrunderea virusului prin membrana citoplasmatică a hepatocitei Genomul virusului hepatitei C este reprezentat de o moleculă liniară de ARN cu care în timpul reproducerii virusului se sintetizează proteine virale (plus catenă de ARN) Dimensiunea genei virale ' NCR * NCR C E E NS NS NS NS rundă de amplificare p b p b A doua rundă de amplificare noma este de aproximativ , kb și este subdivizată în mai multe Orez Schema genomului virusului hepatitei C indicând regiunea utilizată pentru detectarea ARN-ului virusului hepatitei C în ser sau plasmă prin reacția în lanț a polimerazei folosind kitul POLYGEP-C TU- - - - zone funcționale: regiuni netraduse ( ' NCR), regiune Core (C), regiuni care codifică proteinele anvelopei virusul ki (E /E ) protează/helicaza (NS ), ARN polimerază dependentă de ARN (NS ) și regiunea ' netranslatată (Fig ) De la descoperirea virusului hepatitei C și de la clonarea unor secțiuni ale genomului său, au fost dezvoltate în mod activ metode de testare a prezenței acestuia în organismul gazdă În mod tradițional, acestea sunt metode de imunotest enzimatic pentru detectarea anticorpilor produși de organismul gazdă în timpul contactului cu virusul și diagnosticarea genelor, ceea ce face posibilă determinarea directă a prezenței ARN-ului virusului hepatitei C într-un biotest Până în prezent, algoritmul pentru diagnosticul de laborator și monitorizarea hepatitei virale C include etapele obligatorii de determinare a anticorpilor totali la proteinele virale din serul pacientului și detectarea ARN HCV la pacient, care este un indicator al activității procesului viral Pentru detectarea ARN-ului virusului hepatitei C este utilizată pe scară largă metoda RT PCR, care constă în efectuarea transpunerii inverse a matriței ARN virusului și amplificarea unor regiuni specifice ale cADN-ului obținut O caracteristică a virusului hepatitei C este variabilitatea sa extremă Pe baza comparației Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE O analiză amănunțită a diferitelor tulpini și izolate ale virusului a relevat tipuri, care la rândul lor sunt subdivizate în de subtipuri ale virusului hepatitei C Foarte puține părți ale genomului viral sunt conservate Acestea includ regiunile ' netraduse și Core, utilizate în mod obișnuit pentru selectarea primerilor specifici pentru detectarea ARN-ului virusului hepatitei C Pentru diagnosticul virusului hepatitei C, un sistem "cuibărit" de primeri complementare regiunii ' netraduse a a fost selectat genomul viral În acest caz, produsul de amplificare cu perechea de primeri exterioară servește ca șablon pentru amplificarea cu perechea de primeri interioară (Fig ) CARACTERISTICI ANALITICE Specificitatea analizei Într-o probă de control pozitiv (ARN HCV), o bandă portocalie-roșie trebuie detectată după separarea electroforetică a produselor de amplificare în gel de agaroză, corespunzătoare în mobilitate unui fragment de bp al genomului virusului hepatitei C În proba de control negativ, banda roșie-portocalie corespunzătoare fragmentului de genom al virusului hepatitei C ar trebui să fie absentă Echipat nu ) Pipete semiautomate cu un singur canal pentru - , - , - , - µl ) Varfuri cu filtre pentru pipete ) Microtuburi de plastic pentru , ml și , ml ) Raft pentru microtuburi ) Microcentrifugare la rpm pentru tuburi de , și , ml ) Dispozitiv pentru electroforeza orizontala ) Termostat programabil (ciclator ADN) ) Termostat la - °C pentru tuburi de , ml ) Transiluminator cu ultraviolete ) Jet de apa sau pompa de vid cu balon - sifon ) Aragaz electric, cuptor cu microunde sau baie de apa la - "C ) Agitator pentru microtuburi (tip Vortex) ) Mănuși de cauciuc sau plastic de unică folosință Reactivi Soluție de denaturare ( M tiocianat de guanidină; mM tris-HCL; % fenol; , M acetat de sodiu, pH , ) Alcool izopropilic Soluție de spălare (alcool etilic %) Soluție purtător (ARN de transfer; mg/ml) Apă deionizată tratată cu DEPC x tampon pentru RT PCR ( , M Tris-HCI, pH , ; mM MgC|; , M KC ; , % soluție de gelatină, , % soluție Gwin- ) Soluție de primer HCV cu următoarea compoziție: HCV - AGA AAG CGT CTA GCC ATG GCG TTA GT HCV AGA CCT CCC GGG GCA CTC GCA AGC A la pmol/µl fiecare DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR Soluție de grund HCV cu următoarea compoziție: HCV GTG TCG TGC AGC CTC CAG GAC C; HCV GGG CAG TCG CAA GCA CCSTATS, la o concentrație de rmol/µl fiecare Soluție dNTP ( , mM fiecare) Reverse transcriptază (Promega, SUA), unităţi/ul Inhibitor de ribonuclează (Promega, SUA), unități/µl Taq-pol și Merază (Promega, SUA), U/µL Ulei de vaselină Agaroză x TAE tampon ( M Tris-acetat, pH , , , M EDTA) x tampon de încărcare a probei ( % zaharoză, , % albastru de bromofenol) Soluție de bromură de etidio, % Ser control pozitiv care conține virusul hepatitei C ANALIZĂ Izolarea ARN din ser sau plasmă Colectarea materialului clinic Pentru obținerea serului, sângele venos în cantitate de μl este colectat într-un tub de polipropilenă de , ml și sângele este lăsat să se coaguleze Tubul este centrifugat, serul rezultat este transferat într-un tub steril de polipropilenă de , ml folosind un vârf de filtru Serul poate fi păstrat la - f,C timp de până la lună Pentru a obține plasmă, sânge venos în cantitate de ui este colectat într-un tub steril de polipropilenă de , ml cu ui de soluție de EDTA , M Se amestecă bine, tubul este centrifugat, plasma rezultată este transferată într-un tub steril de polipropilenă de , ml folosind un vârf de filtru Plasma sanguină poate fi păstrată la - °C timp de lună Tratamentul serului sau al plasmei înainte de amplificare (izolarea ARN) ) Adăugați µl de soluție purtător și µl de soluție de denaturant într-un tub curat de polipropilenă de , ml ) Adăugați µl de ser sau plasmă de testat Pentru a evita contaminarea probei, serul sau plasma trebuie transferate într-un tub de denaturare folosind vârfuri de filtru Vortexați bine timp de secunde Se incubează la temperatura camerei (+ - °C) timp de minute ) Centrifugați timp de secunde la mii rpm la temperatura camerei ) Adăugați µl de cloroform, agitați timp de secunde ) Se centrifugă timp de minute la mii rpm la temperatura camerei ) Transferați µl din faza superioară într-un tub curat de polipropilenă care conține µl de alcool izopropilic Vortexați pentru a amesteca Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE timp de sec Pentru a evita contaminarea, această procedură trebuie efectuată folosind vârfuri de filtru ) Se centrifugă timp de min la mii rpm la temperatura camerei ) Aruncați supernatantul, folosind un aspirator cu vid, în balonul cu capcană Această manipulare trebuie efectuată cu precauție extremă, evitând captarea sedimentelor ) Se adaugă ml soluție de spălare, se amestecă, se centrifughează timp de min la rpm la temperatura camerei ) Îndepărtați supernatantul cât mai complet posibil fără a prinde peletul Se usucă precipitatul timp de - de minute ) Adăugați µl de apă deionizată, acoperiți tuburile, incubați timp de minute la temperatura camerei, apoi amestecați prin agitare Soluția purificată de ARN poate fi păstrată la - °C timp de două săptămâni Efectuarea transcripției inverse și a reacției în lanț a polimerazei Înainte de a efectua PCR, este necesar să decongelați un set de reactivi pentru PCR, păstrați la o temperatură de - °C, lăsându-l la temperatura camerei timp de - de minute ) Se prepară eprubete de , ml pentru amplificare într-o cantitate corespunzătoare numărului de probe studiate, numerotându-le și așezându-le corespunzător într-un suport De asemenea, pregătiți tub de control pozitiv și tub de control negativ pentru fiecare de probe testate ) Pregătiți un amestec de componente pentru amplificare pe baza unei probe: x tampon PCR pl Primeri HC VI ui soluție dNTP µl Apă deionizată ul Taq - sex and me times E id Reverse transcriptază unități Inhibitor de ribonuclează unități ) Se amestecă amestecul prin pilotare și se adaugă µl în fiecare tub de amplificare ) Adăugați o picătură (aproximativ /µl) de ulei de vaselină în fiecare tub folosind o pipetă cu vârf de ml ) Adăugați µl din soluția de probă analizată în tuburile corespunzătoare cu un vârf individual cu un filtru Distribuiți µl de apă deionizată într-un tub marcat ca martor negativ și µl de ARN HCV într-un tub marcat ca martor pozitiv ) Închideți tuburile, centrifugați timp de secunde la ore rpm la temperatura camerei, puneți într-un termostat programabil (amplificator), încălzit în prealabil la PS și efectuați reacția conform următorului program: DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR °С oră număr de cicluri °С sec °С sec numărul de cicluri °С sec °С sec pS sec numărul de cicluri "C sec Efectuarea unei reacții de amplificare "imbricate" cu o pereche internă de primeri ) Pregătiți tuburi de , ml pentru amplificare numerotându-le și plasându-le în suportul corespunzător ) Pregătiți un amestec de componente pentru amplificare pe baza uneia probă: x tampon PCR pl Primeri HCV µl soluție dNTP µl Apă deionizată ul Unitatea Taq-pol și Merase E ) Se amestecă amestecul prin pipetare și se adaugă µl în fiecare tub de amplificare ) Adăugați o picătură (aproximativ µl) de ulei de vaselină în fiecare tub folosind o pipetă cu un vârf de ml ) Se adaugă µl de produs de amplificare cu perechea exterioară de primeri la amestecul de reacție ) Închideți tuburile, centrifugați timp de secunde la mii rpm la temperatura camerei, puneți într-un termostat programabil (amplificator), preîncălzit la °C și efectuați reacția conform următorului program: °С sec "С sec număr de cicluri LC sec ÎNREGISTRAREA REZULTATELOR ) Se toarnă în aparatul de electroforeză ml de tampon IxTAE preparat în apă distilată prin diluarea tamponului xTAE de de ori ) Se adaugă ml de tampon xTAE și ml de apă distilată la , g de agaroză ) Topiți agaroza pe aragazul electric sau în cuptorul cu microunde Se adaugă µl de soluție de bromură de etidio la ml de agaroză topită Amesteca ) Se toarnă gelul de agaroză conform instrucțiunilor pentru aparatul de electroforeză orizontală Pentru turnarea molidului de agaroză, este convenabil să folosiți capace pentru plăci imunologice de dimensiuni adecvate Pentru a obține buzunare în gelul de agaroză, așezați pieptene pe farfurie folosind o clemă bulldog Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Se răcește agaroza la o temperatură de - °C și se toarnă pe farfurie După ce agaroza s-a solidificat, îndepărtați cu grijă pieptene din gel și transferați-l în aparatul de electroforeză ) Adăugați în fiecare tub de amplificare µl de tampon de încărcare a probelor X ) Aplicați - µl de amplificat preamestecat cu tampon de aplicare a probei (vezi mai sus) în buzunarele de gel în secvența corespunzătoare numerotării probelor Distribuiți în buzunare de gel - µl de controale pozitive și negative pre-amestecate cu tampon de încărcare a probei ) Conectați camera electroforetică la sursa de alimentare și setați tensiunea corespunzătoare intensității câmpului electric de V/cm Se efectuează separarea electroforetică a produselor de amplificare în direcția de la catod (-) la anod (+) timp de - min ) Scoateți gelul din matriță și transferați-l pe sticla transiluminatorului ATENŢIE! Gelul de agaroză trebuie manipulat cu mănuși, deoarece bromura de etidio este un mutagen puternic ) Porniți transiluminatorul și analizați rezultatele analizei Fragmentele DIC analizate apar ca benzi portocalii-roșii luminoase ANALIZA REZULTATELOR ) Control negativ - banda roșie-portocalie ar trebui să lipsească ) Control pozitiv - este detectată o bandă portocalie-roșie care măsoară perechi de baze ) Probele analizate: absența unei benzi portocalii-roșii strict la nivelul controlului corespunzător indică un răspuns negativ la prezența acestui agent patogen Prezența unei benzi portocalii-roșii, corespunzătoare mobilității electroforetice a controlului pozitiv, indică prezența acestui agent patogen în ser sau plasma sanguină ) Apariția unei benzi în controlul negativ indică contaminarea componentelor trusei ) Rezultatele obținute pot fi documentate prin fotografiarea gelurilor folosind un filtru de lumină portocaliu sau de interferență ( nm) DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR Detectarea complexului Mycobacterium Tuberculosis prin reacția în lanț a polimerazei În ultimii ani, problema tuberculozei a devenit o prioritate în grupul bolilor pulmonare infecțioase la om Acest lucru este evidențiat de statisticile privind bolile și mortalitatea prin tuberculoză în ambele țări Zap Europa și în Federația Rusă În , incidența tuberculozei în Rusia a atins o medie de la de locuitori În prezent, tendința de agravare a situației epidemiologice a tuberculozei în lume continuă să persistă Tuberculoza este una dintre bolile slab diagnosticate și greu de tratat, prin urmare, majoritatea eforturilor din ultimii ani au fost îndreptate spre dezvoltarea metodelor de diagnostic ADN care pot rezolva următoarele probleme: - dezvoltarea diagnosticului eficient al bolii, în special în stadiile incipiente ale dezvoltării bolii: determinarea afilierii de tulpină a agentului cauzal al tuberculozei și, ca urmare, prognozarea evoluției bolii și prognoza epidemiologică a răspândirii acesteia; - studiul naturii genetice și al mecanismelor de rezistență a micobacteriilor la spectrul tradițional de antibiotice antituberculoase pentru o terapie de succes Diagnosticul tuberculozei se bazează pe o combinație de metode de cercetare clinică, radiologică și de laborator Principalul criteriu de diagnosticare a tuberculozei în țara noastră este identificarea agentului cauzal al tuberculozei folosind metode tradiționale de laborator, care includ bacterioscopia (microscopia frotiurilor colorate conform Ziehl-Neelsen), microscopia fluorescentă, metoda de cultură (culturi pe medii nutritive de Levsshtein) -Jesnsen) și metoda de cercetare biologică (infecția animalelor de laborator) Sensibilitatea acestor metode de cercetare este următoarea: - bacterioscopia frotiurilor colorate - - celule/ml; - microscopie luminiscentă - celule/ml O concentrație similară de microorganisme se găsește în materialul clinic de la pacienții aflați în stadiile târzii ale bolii Un studiu printr-o metodă biologică (biotest pentru sensibilitatea animalelor de laborator) este; ) Scump și lung până la luni din momentul infectarii; ) Nu întotdeauna de succes în ceea ce privește tulpinile rezistente la medicamentele antibacteriene sau cu virulență slăbită Locul principal în diagnosticul tuberculozei îl ocupă în prezent diagnosticul microbiologic al agentului patogen (inocularea pe medii nutritive diferențiale) și obținerea de colonii înregistrate morfologic Sensibilitatea acestei metode este de cel puțin celule/ml Cu toate acestea, trebuie remarcat faptul că micobacteriile din complexul tuberculozei sunt microorganisme cu creștere lentă și detectarea lor A prin urmare, diagnosticul necesită și un timp de la săptămâni până la luni, necesar pt Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ale formării coloniilor În plus, trebuie remarcat faptul că formarea coloniilor este dificilă dacă pacientul izolează Mycobacterium tuberculosis slăbit, neviabil sau mort De asemenea, trebuie remarcat faptul că culturile microbiologice sunt informative și adecvate doar în - % din cazurile de tuberculoză pulmonară activă În formele extrapulmonare ale bolii, procentul de detectare a micobacteriilor este și mai mic Cu meningita tuberculoasă, creșterea micobacteriilor pe medii nutritive se găsește doar în % din cazuri I ^semnificativ este procentul de viabilitate la bolnavii cu tuberculoză a aparatului genito-urinar Având în vedere toate cele de mai sus, putem concluziona că principalul dezavantaj al tuturor metodelor de diagnosticare a tuberculozei de astăzi este durata testelor de laborator și sensibilitatea insuficientă În acest sens, dezvoltarea unor diagnostice eficiente folosind realizările moderne în biologia moleculară a făcut posibilă crearea de noi generații de sisteme de diagnostic bazate pe recunoașterea și amplificarea selectivă a unui fragment din genomul agentului cauzal al tuberculozei au fost propuse un număr semnificativ de sisteme de diagnostic PCR (în țara noastră și în străinătate), permițând cu o sensibilitate ridicată efectuarea diagnosticului expres al tuberculozei Avantajele diagnosticului ADN, în comparație cu metodele tradiționale, sunt următoarele: ) Detectarea directă a unui agent infecțios, combinată cu specificitate ridicată; ) Sensibilitate mare a metodei și labilitate, care permite, în funcție de sarcină, detectarea unei singure micobacterii în proba de testat; ) Viteza analizei ( - ore) din momentul prelevarii probei de la pacient; ) Universalitatea metodei de diagnostic pentru toate tipurile de material clinic Pentru diagnosticul Mycobacterium tuberculosis a fost selectat un sistem de primeri cu următoarea compoziție, complementară regiunii genei MPV , care permite amplificarea unui fragment specific doar complexului Mycobacterium tuberculosis și nu dezvăluie tipuri atipice de Mycobacterium Specificitatea analizei Într-o probă de control pozitiv, o bandă portocalie-roșie trebuie detectată după separarea electroforetică a produselor de amplificare în gel de agaroză, corespunzătoare în termeni de mobilitate unui fragment din genomul Mycobacterium tuberculosis sau Mycobacterium bovis cu o dimensiune de perechi de baze Echipamentul necesar Pipete semi-automate cu un singur canal pentru - , - , - , - µl Varfuri cu filtre pentru pipete (ART-lips) Microtuburi de plastic pentru , ml și , ml Rafturi pentru microtuburi Microcentrifugați la k rpm pentru tuburi de , și , ml DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR Dispozitiv pentru electroforeza orizontala Termostat programabil (ciclator ADN) Termostat la - 'C pentru tuburi de , ml Transiluminator cu ultraviolete Jet de apa sau pompa de vid cu balon - sifon Cuptor cu microunde, aragaz electric sau baie de apa la - °C Agitator pentru microtuburi (tip Vortex) Mănuși de cauciuc sau plastic de unică folosință Balon conic termorezistent cu o capacitate de ml Reactivi ) Soluție I - soluție M de tiocianat de guanidină, mM Tris HCI, pH , ) Păci hoț II- Soluție M de tiocianat de guanidină ) Soluția III - % etanol mM NaCl, Tris HCI pH , ) Suspensie absorbantă de pământ de diatomee ) tampon TE - mM Tris HCI, ImM EDTA, pH , , ) polimerază Taq ( unități/ml) ) Apa deionizata ) Ulei mineral ) x tampon PCR - bbbmM tris HCI, I mM (NH )SO , , % tween- , mM MgCl , , % gelatină pH , la °C ) grunduri cu următoarea compoziție: ' TGTCCCGACCCCGCCTACAACATCAACA ' ' CTTGCACAATGGGGAAGACGACTGGCA ' la o concentrație de rmol/µl fiecare ) o soluție de deoxinucleotide trifosfați (NTP) mM fiecare de ATP GTF, CTF GTP ) Agaroză ) x TAE tampon ( xTAE) ( M Tris-acetat pH M EDTA) ) x tampon de încărcare a probei, ( % zaharoză, , % albastru de bromofenol) ) Soluție de bromură de etidio, % ) Probă de control pozitivă (ADN din complexul Mycobacterium tuberculosis la o concentrație de fg/µl) ANALIZĂ Extragerea ADN-ului dintr-o probă Pregătirea probelor clinice Materialul de testat (sputa după lichefiere, urină, lichid pleural și cefalorahidian și diverse exsudate) se centrifug timp de minute la rpm la temperatura camerei (+ - °C), sedimentul este transferat complet în μl de ser fiziologic în polipropilenă eprubetă de , ml Proba astfel preparată este utilizată pentru extracția ADN-ului sau păstrată la - °C timp de cel mult săptămâni Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Prelucrarea probelor clinice înainte de amplificare (extracția ADN) Probele de analizat sunt încălzite timp de de minute la o temperatură de + °C Se adaugă ui de soluție și ui de suspensie de sorbant la probele analizate încălzite Probele sunt incubate timp de minute la temperatura camerei, agitate de - ori Probele sunt centrifugate timp de secunde într-o microcentrifugă la rpm, supernatantul este aruncat Adăugați µl de soluție II în pelete și agitați-o pe un vortex Sorbantul este precipitat prin centrifugare la rpm timp de secunde Supernatantul este aruncat Adaug '!' ml soluție și se agită pe vortex Sorbantul se precipită prin centrifugare la rpm timp de sec Supernatantul este aruncat Procedura de spălare se repetă de două ori folosind , ml de soluție III, așa cum este descris la punctul Centrifugarea suplimentară la rpm, urmată de eliminarea supernatantului, îndepărtează soluția rămasă III Probele se usucă timp de minute la o temperatură de - "C lăsând eprubetele deschise Adăugați µl de tampon TE în tuburile cu sorbant, închideți-le, amestecați pe un vortex și incubați timp de minute la - L,C Tuburile sunt centrifugate timp de secunde la rpm la temperatura camerei, faza apoasă (supernatant) este utilizată ca probă de ADN de testare pentru stabilirea reacției de amplificare Probele tratate în acest mod pot fi păstrate la - °C timp de o săptămână sau la - °C timp de luni Efectuarea unei reacții în lanț a polimerazei Pregătiți eprubete de , ml pentru amplificare într-o cantitate corespunzătoare numărului de probe de testat, numerotându-le și așezându-le în rack corespunzător Pregătiți, de asemenea, câte tub pentru controalele pozitive și negative Transferați µl din soluția de probă analizată din proba clinică procesată în tubul corespunzător pentru amplificare cu un vârf de filtru individual Distribuiți µl de control pozitiv în tubul etichetat drept control pozitiv și adăugați µl de apă deionizată în tubul etichetat drept control negativ Scoateți kitul PCR din congelator, dezghețați conținutul și transferați-l într-o baie de gheață Pregătiți un amestec de reactivi conform tabelului de mai jos: DETECȚIA AGENȚILOR INFECȚIOȘI PRIN PCR Cantitate Apă deioniso- x JuxPCR Primers, Taq-poli- baie tuburi, µl dNTP, tampon, µl Merază, µl µl µl , ' După ultima adăugare a polimerazei Taq, amestecul trebuie amestecat bine prin pipetare Adăugați µl de amestec de amplificare în fiecare tub de amplificare conţinând µl din proba analizată Adăugați o picătură (aproximativ µl) de ulei mineral în fiecare tub Închideți tuburile și centrifugați timp de - secunde la temperatura camerei ( - C la rpm) Transferați eprubetele într-un termostat programabil (amplificator), preîncălzit la + °C, și efectuați amplificarea conform următorului program: °C - sec "C - sec numărul de cicluri °С - sec După amplificare, rezultatele sunt citite prin electroforeză în gel de agaroză % Control negativ - banda roșie-portocalie ar trebui să lipsească Control pozitiv - este detectată o bandă portocalie-roșie Probele analizate: absența unei benzi portocalii-roșii strict la nivelul controlului corespunzător indică un răspuns negativ la prezența acestui agent patogen Prezența unei benzi portocalii-roșii corespunzătoare mobilității electroforetice a controlului pozitiv indică prezența acestui agent patogen în probă Apariția unei benzi în controlul negativ indică contaminarea componentelor trusei Cl'J LabMethod Oy SOLUȚII OPTIME ÎN CERCETAREA BIOLOGICĂ MOLECULARĂ • Echipamente pentru extracția ARN și ADN: Dispozitiv ribolizator cu truse de reactivi • Echipamente pentru amplificare: termociclator PCR-express cu blocuri interschimbabile pentru eprubete, plăci, lame, cu gradient de temperatură; termociclor PCR-sprint - o versiune compactă a termociclorului Omnislide pentru lucrul cu micropreparate, inclusiv module de spălare și cadre (metode in situ) • Cuptoare de hibridizare • Uscătoare cu gel și unități de vid • Secvențiere • Electroforetică sisteme si transluminatoare, echipamente de documentare • Criosisteme pentru depozitarea probelor biologice R І dC Echipament general de laborator: • Microcentrifuge din seria MisgoMax • Termostate • Incubatoare • Cazuri de protectie biologica (laminare) clasele I, II si III • Microdozatoare NOU! • Truse de reactivi pentru obtinerea rezultatelor PCR in decurs de o ora! CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE PROCEDURI ANALITICE ABREVIERI HPLC - cromatografie lichidă de înaltă performanță GLC - cromatografie gaz-lichid GC/MS - cromatografie gazoasă cu detecție spectrometrică de masă ELISA - imunotest enzimatic SF - spectrofotometrie TLC - cromatografie în strat subțire PS - medicament F CT - tractul gastrointestinal RIA - analiză radio-imunologică FIA - imunotest de fluorescență PF - faza mobila Ă - lungime de undă analitică C T - clearance-ul total al medicamentului Stach "concentrația maximă de medicament Timpul de "pufătură" pentru a atinge concentrația maximă de medicament - timpul de înjumătățire al medicamentului Vd este volumul aparent de distribuție al medicamentului F - biodisponibilitatea medicamentului Gradul PB de legare a medicamentului de proteinele din sânge Î- mărire X - scadere > - mai mult %; E %; C | Pah după o singură doză orală de mg este în medie de ng/ml farmacie- Cocinetica ortofen se caracterizează prin absorbție și excreție rapidă, precum și o distribuție foarte intensivă a medicamentului în organe și țesuturi Când Ortofen este luat cu alimente, timpul pentru a atinge concentrația maximă crește brusc, iar clearance-ul scade, în timp ce timpul de înjumătățire și aria de sub curba farmacocinetică practic nu se modifică Bolile ficatului și rinichilor cresc semnificativ timpul de înjumătățire, afectează ușor timpul până la atingerea concentrației și clearance-ului maxim La vârstnici, aria de sub curba farmacocinetică și timpul până la atingerea concentrației maxime cresc semnificativ și clearance-ul scade, în timp ce timpul de înjumătățire prin eliminare practic se modifică Alte metode de cercetare GLC, TLC metoda colorimetrică SF (metode fericianură și piroxidază) Indometacin (metindol) [ , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Vezi articolul Diclofenac sodic Diclofenacul de sodiu a fost utilizat ca standard intern Intervalul terapeutic este de , - , pg/ml Farmacocinetica - Tmax - ore; t / - h; C m ' ml/min; Vd , l/kg; PB> % Indometacina este aproape complet absorbită atunci când este administrată pe cale orală Acesta suferă o recirculare enteropatică, care poate afecta modificarea t/ Biodisponibilitate - % atunci când este administrat oral și % când este administrat rectal Elimină % prin rinichi ( % nemodificat) și % prin tractul gastrointestinal ca metaboliți Alte metode de cercetare, GLC, TLC, GC/MS, RIA FI A Naproxen (naprosin) [ , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Metanol pentru cromatografie lichidă Acid orto-fosforic, grad analitic Eter medical , M tampon fosfat (pH , ) Apa este bidistilată Pregătirea probei Puneți ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, adăugați µl de soluție de acid ortofosforic M și ml de eter medical, amestecați bine și extrageți timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - un amestec de metanol cu tampon fosfat , M (pH , ) într-un raport de volum de : Viteza de eluare ml/min Timp maxim de eliberare a naproxenului min Cuantificare Metodă - calibrare absolută Limita de detecție ng/ml Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Intervalul terapeutic este de - mcg/ml Farmacocinetica - TI W - ore; tlZ - h; Vd , l/kg; CIT ml/min; PB> %; F %; Stdh după o singură doză orală de mg este în medie de mcg/ml Naproxenul este absorbit rapid în circulația sistemică din tractul gastrointestinal Medicamentul este metabolizat în proporție de % în ficat % se excretă prin rinichi ( % nemodificat) și % prin tractul gastrointestinal In insuficienta renala Vd si C m Î Concentrația de naproxen în lichidul sinovial este de aproximativ % din concentrațiile plasmatice Alte metode de cercetare GLC, fluorimstry Paracetamol (acetaminofen) [ , , ] fluid biologic Ser, plasmă, saliva Metoda de determinare Reactivi: metanol pentru cromatografie lichidă sulfat de zinc , N hidroxid de bariu , N Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Se introduc µl de lichid biologic într-o eprubetă cu capac sigilat, se adaugă µl de apă distilată, se amestecă pe un vortex timp de minute și se lasă timp de minute la temperatura camerei Se adaugă ml de hidroxid de bariu , N și se vor agita timp de min; apoi se adauga ml sulfat de zinc , N si se amesteca din nou pe vortex timp de min, dupa care se centrifuge minute la rpm Lichidul supernatant este filtrat printr-un filtru de tip Mііііrog Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - un amestec de metanol cu apă într-un raport de volum de : Viteza de eluare , ml/min Timp maxim de eliberare a acetaminofenului min Cuantificare Metoda - standard intern Standard intern - -acetamidofsnol (timp de eliberare min) Limita de detecție ng/ml Interval terapeutic - - mcg / ml; Tox conp > ug/ml Farmacocinetica - t! / - ore; Vd , l/kg; C m , ml/min/kg; EB - % Paracetamolul este absorbit în intestinul superior, metabolizat în ficat și excretat în principal prin rinichi Bolile ficatului și rinichilor pot determina Î timpul de înjumătățire și clearance-ul X La î t / > h este posibilă afectarea ficatului Toxicitatea hepatică și renală poate apărea și la alcoolici și la doze terapeutice La nou-născuți, timpul de înjumătățire Alte metode de cercetare GLC GC/MS, ELISA Antispastice Teofilina [ , , , , K), , , ] fluid biologic Ser, plasmă, saliva Metoda de determinare Reactivi Soluție de acid clorhidric N Cloroform Izopropanol Și petonitril pentru cromatografie lichidă Clorură CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE sodiu (pulbere) Acid acetic glacial Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Ser, plasmă Se pune ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, se adaugă , ml de soluție de acid clorhidric N și ml dintr-un amestec de cloroform - izopropanol ( : ), se amestecă bine și se extrage timp de de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec Reziduul uscat se dizolvă în ml de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Saliva Se pune ml de salivă într-o eprubetă cu capac etanș, se adaugă ml de acetonitril, se agită timp de minute, apoi se centrifughează timp de minute la rpm Soluția de deasupra precipitatului este transferată în baloane conice și evaporată la sec Reziduul uscat se dizolvă în ml de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - un amestec de acetonitril și apă într-un raport de volum de : cu adăugarea a , g de clorură de sodiu și acid acetic glacial la pH , Viteza de eluare , ml/min Timpul maxim de eliberare a teofilinei - min Cuantificare Metodă - calibrare absolută Limita de detecție ng/ml Interval terapeutic - - mcg/ml; Toke conc > ug/ml Farmacocinetica - TPK X , - ore ( - ore pentru formele prelungite); - ore (în medie , ore pentru nefumători și , ore pentru fumători) - cu ciroză și inimă nsd T până la - h; РВ - % (ascuțit cu ciroză hepatică - - %); - %; Vd , l/kg; C m , ml/min/kg (nefumători adulți), , ml/min/kg (fumători adulți), ml/min/kg (copii - ani), ml/min/kg (copii - ani) Atunci când este administrat oral în doză de , g, este bine absorbit; Cgp; X în plasmă - μg/ml răspunde după - minute și persistă - ore La administrarea intravenoasă de , g, se observă o concentrație de μg/ml după minute Medicamentul nu este detectat în sânge după ore Debutul efectului bronhodilatator se observă la o concentrație de μg / ml - % din medicament este metabolizat în ficat Cu urina, % este excretat sub formă de metaboliți vici și % nemodificat La pacienții cu insuficiență renală, teofilina se poate acumula în plasmă Farmacocinetica teofilinei este caracterizată de ritmuri circadiene (concentrația maximă în timpul zilei are loc la ora dimineața, noaptea - la ore - cu un aport de două ori de preparate prelungite) Teofilina traversează bariera placentară, în laptele matern și saliva; în salivă, concentrația medicamentului este de aproximativ jumătate față de cea din plasmă LS О conc teofilina în serul sanguin: alopurinol, cimetidină, eritromicină, oleandomicină, contraceptive orale LS conc teofilina în serul sanguin: fenobarbital, carbamazepină, rifampicină, difenin Alte metode de cercetare GZhKh, RIA, FI A Notă Conform acestei metode HPLC, teobromina (timp de ieșire min) și cofeina (timp de eliberare min) pot fi determinate simultan cu teofilina Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Recoltarea probei se efectuează la ore după administrarea orală sau la minute după administrarea intravenoasă Probele sunt de obicei colectate la starea de echilibru Stimulanti SNC Cofeină [ , ] fluid biologic Ser, plasmă, salivă Metoda de determinare Vezi articolul Teofilina Interval terapeutic - - mcg / ml; Toke conc > ug/ml Farmacocinetică - tlz , - ore (în funcție de doza și activitatea enzimelor hepatice); C m , ml/min/kg; РВ - %: С|pakh , - , mg/ml Se absoarbe rapid și complet în tractul gastrointestinal (la Î pH al conținutului stomacului - Î absorbție) Distribuit în corp uniform Se găsește în salivă în concentrație mare Pătrunde cu ușurință prin BBB % este metabolizat în ficat (metabolismul barbituricelor T, iar cimetidina, eritromicina X) Eliminat complet după de ore La nou-născuți, clearance-ul este de un tI / Î Alte metode de cercetare GLC, RI A, ELISA Mijloace care acționează asupra proceselor adrenergice periferice Atenolol [ , I, , ] lichid biologic g Ser, plasmă Metoda de determinare Vezi articolul despre propranolol Intervalul terapeutic este de - ng/ml Farmacocinetica - і / , h; Vd , l/kg; RV , pg/ml Farmacocinetica - TmdX - h; t / - ore (in functie de doza si pH-ul urinei, deci la pH este de ore, la pH - ore) Se absoarbe bine după administrare orală și intramusculară Absorbția Î după consumul de alimente Se metabolizează lent în ficat, se excretă în principal prin rinichi nemodificat (cu urină acidă - până la % în de ore, cu alcalin - până la %) Î acțiunea efedrinei: adrenalină, inhibitori MAO, rezerpină Formează săruri insolubile cu sulfonamide, amidopirină, iod, decoct de rădăcină de lemn dulce Alte metode de cercetare GC/MS Notă Această metodă poate fi utilizată pentru determinarea altor derivați de fenilalchilamină (standard intern - efedrina) Antagonişti ai ionilor de calciu Verapamil (Isoptin) [ , , , , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Acid orto-fosforic, grad analitic MeCN Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Puneți µl de fluid biologic într-o eprubetă cu capac sigilat, adăugați µl de MeCN și µl de soluție standard internă ( mg/ml) în PF și deșurubați prin vortex timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( ui) Analiza cromatografică Detector - fluorimetric (Avoz - nm, Aemis - nm) JIF - un amestec de MeCN cu o soluție de , % de acid o-fosforic într-un raport de volum de : Viteza de eluare ml/min Timp de eliberare maxim min Cuantificare Metoda - standard intern Standard intern - , -bsnzochinolină (timp de ieșire - minute) Intervalul terapeutic este de - ng/ml Farmacocinetica - / cu IV: faza rapida - minute, faza lenta - - ore; la administrare orală: , - , ore; în timpul tratamentului; , - h, Vd , l/kg; СІТ - unu- CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE doză unică , ml/min/kg, doză multiplă > creştere de ori; RV %; F % Absorbția este mare - > % Biodisponibilitatea este scăzută datorită efectului de primă trecere prin ficat Metabolism intens în ficat A fost identificat un metabolit activ, norverapamil Este excretat în principal prin rinichi La vârstnici, C m i Cu ciroză, t / și Vd Î, și C t i Alte metode de cercetare GC/MS, GLC, fluorimstry Nifedipină (corinfar, a da la at, fenigidin, cordipin) [ , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Acetonitril pentru cromatografie lichidă Cloroform hexan Soluție de hidroxid de sodiu N Soluție de dihidrogenofosfat de sodiu , N Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Analiza se face pe întuneric (sub lumina slabă a unei lămpi roșii)! Toate tuburile trebuie să fie învelite în folie Se introduce ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, se adaugă μl de soluție de hidroxid de sodiu N și ml dintr-un amestec de cloroform - hexan ( : ), se amestecă bine și se extrage timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Tuburile se pun la congelator timp de de minute Stratul organic este apoi transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - un amestec de acetonitril cu o soluție , N de dihidrofosfat de sodiu într-un raport de volum de : Viteza de eluare ml/min Timp de eliberare maxim al nifedipinei min Cuantificare Metoda - standard intern Standardul intern a fost niirendipina (timp de retragere, min) Limita de detecție ng/ml Interval terapeutic - nu există limite terapeutice general recunoscute Farmacocinetica - Ttlh , - h; tl/ - h; Vd , l/kg; C m aproximativ ml/min/kg; PB> %; F % Absorbție - mare - mai mult de % Rata de absorbție a nifedipinei din tablete este mai mică decât din capsule Metabolism - intensiv - în ficat Nu au fost identificați metaboliți activi Excreție - în principal prin rinichi (metaboliți inactivi) Cu ciroză și boli de rinichi - B / a, î RV Alte metode de cercetare GLC Notă Medicamentul se descompune foarte repede la lumină Antihistaminice Cimetidină [ , , , ] fluid biologic Ser, plasmă, urină Metoda de determinare Reactivi Acetonitril pentru cromatografie lichidă Cloroform Eter medical Pentanol Acid orto-fosforic diluat , M dihidrogen fosfat de potasiu (pH , ) , M dihidrogen fosfat Volumul [I - TEHNICI ANALITICE PRIVATE ALE HIDROLOGIEI AMONIUULUI (pH , ) Soluție de hidroxid de sodiu N Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Ser, plasmă Puneți , ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, adăugați µl de soluție de hidroxid de sodiu și ml dintr-un amestec de eter-cloroform-pentanol ( : : ), amestecați bine și extrageți timp de minute ; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic a fost transferat cantitativ în tuburi sigilate, s-au adăugat pl de acid fosforic diluat, s-au agitat în vortex timp de minute şi s-au centrifugat timp de minute la rpm Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( ui) Urina Se pun , ml de urină într-o eprubetă, se adaugă ml de acetonitril % (în apă distilată), se amestecă bine Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( ui) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă PF - un amestec de acetonitril cu o soluție , M de fosfat dihidrogen de potasiu pH , (pentru plasmă) sau cu o soluție , M de fosfat bihidrogen de amoniu pH , (pentru urină) într-un raport de volum de : Viteza de eluare , ml/min Timpul maxim de eliberare al cimetidinei min Cuantificare Metodă - calibrare absolută Limita de detecție ng/ml Intervalul terapeutic este de , - , pg/ml Farmacocinetica - TYPYAH - ore; t / , h; Vd , l/kg; C T ml/min/kg RV - %; F %; Stach după o singură doză orală de mg este de - ng/ml Cu monoterapie, concentrația reziduală de cimetidină dimineața după administrarea seara nu este practic determinată Administrarea cimetidinei după mese îi modifică în mod semnificativ farmacocinetica, rezultând o curbă concentrație-timp dublă Medicamentul este excretat prin urină ( % nemodificat) Boli de rinichi T t / și X C t La persoanele în vârstă, semnificativ T tj / și Vd și C m X Diuretice Triamteren [ , , , ] fluid biologic Ser, plasmă, urină Metoda de determinare Reactivi Acetonitril pentru cromatografie lichidă Acid ortofosforic, grad analitic Soluție de hidroxid de sodiu M Cloroform Eter medical Pen ganol Triechilamină Bidis apă hidrolizată Pregătirea unei mostre Ser, plasmă Puneți , ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, adăugați µl de soluție de hidroxid de sodiu M și ml dintr-un amestec de eter-cloroform-pentanol ( : : ), amestecați bine și extrageți timp de minute; centrifugați pe un vortex timp de minut și centrifugați timp de minute la rpm , ml de strat organic sunt transferați într-o eprubetă cu capac sigilat, se adaugă pl de acid orto-fosforic (pf I , ) și amestecul este agitat timp de minute O parte alicotă ( ui) este luată din stratul inferior și utilizată pentru cromatografie CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE Urina Intrare directă Analiza cromatografică Detectorul este fluorimetric Xvoz - nm, Khamis - nm PF - acetonitril-apă-trietilamină ( : : , ) Viteza de eluare , ml/min Timp de eliberare maxim al triamterenului min Cuantificare Metoda este internă de la handarth Standard intern - hidroxi-Zh-chinidina (timp de eliberare - min) Limită de detecție I ng/ml Interval terapeutic - nu există limite terapeutice general recunoscute Farmacocinetica - Tipuri - ore; (i / , - h; C T ml / min; RV - %; Cmax după o singură doză orală de mg este de , + , μg / ml Triamterenul este absorbit rapid și complet în intestinul subțire Mai mult de % este metabolizat în ficat Metaboliții sunt excretați în bilă și urină ( - % nemodificat) Furosemid (Lasix) [ , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Vezi articolul despre digoxină Farmacocinetica - / , - , h; max - minute (in/in) si - ore (in interior); C m ml/min/kg; RV - % Absorbție - din intestine - % aproximativ % este excretat sub formă de glucuronide Excretat de rinichi prin filtrare Boala de rinichi modifică farmacocinetica medicamentului (cu insuficiență renală - C T\u e , cu sindrom nefrotoxic PB ^) Imunocorectori Ciclosporină [ , , , ] fluid biochimic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Acetonitril pentru cromatografie lichidă Acid orto-fosforic, grad analitic Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Se introduc , ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, se adaugă , ml dintr-o soluție de acid ortofosforic în acetonitril ( mmol/l), se amestecă bine și se centrifughează timp de minute la rpm Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( , ml) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - acetonitril-apă într-un raport de volum de : cu o viteză de eluare de , ml/min: la sfârșitul eluției, acetonitril-apă ( : ) la o viteză de , ml/min Timp de eliberare a poreclitului ciclosporină min Cuantificare Metodă - calibrare absolută I [limita de detecție ng/ml Interval terapeutic - Pentru transplant de rinichi - ore după o doză de - ng/ml, ore după o doză de - ng/ml; în transplant de inimă - ore după o doză de - ng/ml, ore după o doză de - ng/ml; cu transplant de măduvă osoasă Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE ore după o doză de - ng/ml Conc curent > ng/ml Farmacocinetica - - ore; tl/ + h; Vd , + , l/kg; C m , + , ml / min / kg (boală hepatică ІСІТ, la copii С m *); RV %; F + % Medicamentul este supus recirculării captive Excreție - ficat Î CIP P-androgeni, cimetidină, diltiazem, eritromicină, estrogeni, miconazol Î C t - Co-trimaxosol fenobarbital, terapie cu steroizi pe termen lung Alte metode de cercetare ELISA (mai puțin specifică) Tranchilizante Oxazepam (tazepam, nozepam) [ , , , , , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Metanol pentru cromatografie lichidă Soluție saturată de fosfat de sodiu Cloroform Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Se introduce ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac sigilat, se adaugă o soluție saturată de fosfat de sodiu la pH , ml de cloroform, se amestecă bine și se extrage timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - metanol-apă într-un raport de volum de : Viteza de eluare , ml/min Timp de ieșire de vârf Nochepam min Cuantificare Metoda - standard intern Standard intern - fenazepam (timp de eliberare - min) Limita de detecție ng/ml Interval terapeutic - , - , mcg / ml Farmacocinetica - Tmax h; t / - h; Vd , - , l/kg; C m , - , ml/min/kg; RV % Oxazepamul este bine absorbit atunci când este administrat pe cale orală Metabolizat în ficat prin glucuronidare Cea mai mare parte a dozei luate este excretată prin rinichi, tțp depinde puțin de starea funcțională a ficatului și de vârstă Comparativ cu alți derivați de benzodiazepină, timpul său de acțiune este mult mai scurt Boala de rinichi î tI / , Vd, C T, PB Alte metode de cercetare GLC, GC/MS, ELISA Notă: Oxazepam este un metabolit comun al diazepamului, prazepamului, medazepamului, temazepamului Utilizarea acestor benzodiazepine poate fi monitorizată prin testarea imunologică a urinei; test de confirmare - GC/MS Această metodă HPLC este potrivită pentru determinarea fenazepamului (oxazepam ca standard intern) CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE derivați de , -benzodiazepină Pregătiri - Nitrazepam, Clordiazepoxid (X) și metaboliții săi Pregătirea probei - La ml de plasmă, adăugați , N HCI la pH și ml apă Se amestecă, se adaugă ml de dietil eter și apă Amestecul este centrifugat ( min), stratul de eter este transferat în baloane și evaporat Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Condiții de analiză - detector UV (A - nm) PF: acetonitril-carbonat de amoniu , M ( : ) Debit - ml/min Timp de ieșire X - minute, metaboliții săi - , , minute Cuantificare - Metoda standard intern Sgan-dart intern - nitrazepam (timp de ieșire - , minute) Pregătiri - Diazepam și metaboliții săi Prepararea probei - Se adaugă soluție saturată de Na PO la ml de ser sanguin la pH , ml de cloroform Agitați timp de minute și centrifugeți timp de minute Stratul de organ este transferat și evaporat până la uscare Reziduul uscat se dizolvă în μl de cloroform și se injectează în cromatograf Conditii de analiza - detector UV (A - nm) PF: metanol-apa-acid acetic ( : : ) Debitul este de ml/min Cuantificare - Metoda de calibrare absolută Pregătiri - benzodiazepine (inclusiv oxazepam, nitrazepam, clordiazepoxid, medazepam) Prepararea probei - La µl se adaugă µl din amestec: acetonitril - , M KH PO ( : ), pH Amestecul este trecut printr-o coloană de gardă, care este apoi spălat cu ml din acest amestec Condiții de analiză - Detector spectrofotometric cu scanare cu fotodiodă Gradient PF: tampon acetonitril-fosfat pH , ( : - min, : - min) Determinare cantitativă - Standard intern - prazepam Somnifere Fenobarbital (luminal) ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Metanol pentru cromatografie lichidă Cloroform Izopropanol Acid ortofosforic, grad analitic Fosfat de amoniu disubstituit ( , M) Apă bi-distilată Pregătirea unei mostre Se pune ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, se adaugă acid ortofosforic la pH - și ml dintr-un amestec de cloroform-izopropanol ( : ), se amestecă bine și se extrage timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - fosfat de amoniu disubstituit-metanol , M într-un raport de volum de : Viteza de eluare pl/min Timpul maxim de eliberare al medicamentului este de minute Cuantificare Metoda - calibrare absoluta Limita de detectie ng/ml Interval terapeutic - - mcg/ml; actual conc > mcg/ml Farmacocinetică - Tmax - ore după administrarea orală și , ore după i/m; t / - zile la adulți și - ore la nou-născuți; Vd , l/kg; C T , ml/min/kg; RV - %; F - % Absorbția la administrare orală - % Distrus de enzimele hepatice microzomale, ulterior excretat în principal prin urină ( - % nemodificat și , % ca metabolit liber) Cu ciroză hepatică / și > CIT, în timpul sarcinii C m Î, la vârstnici tl / Î Fenobarbitalul este un inductor al sistemului enzimatic hepatic; determină o creștere a metabolismului altor medicamente după una până la două săptămâni de tratament Acțiune hipnotică X: amidopirină, atropină, glucoză, tiamină, acid nicotonic, analeptice Acțiune anticonvulsivă: amitriptilină, nialamidă, diazepam; X: rezerpină Alte metode de cercetare GLC, ELISA, FIA, GC/MS Notă Această metodă este potrivită pentru determinarea altor barbiturice Barbital de sodiu și (veronal de sodiu) [E ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Vezi articolul Fenobarbital Farmacocinetică - Bine absorbit în tractul gastrointestinal, legat parțial de albumină Puțin metabolizat în ficat Este excretat rapid din organism cu bilă, în mare parte neschimbată tV Î cu vârsta ( , - , zile) Cu administrare regulată, se cumulează (proprietăți cumulate ale Î în încălcarea funcției rinichilor și ficatului) Etaminal de sodiu (nembutal) [ , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Vezi articolul Fenobarbital Farmacocinetică - ТІП Х , - ore (T după masă); t / h (Î cu ciroză); RV - % (X în insuficiență renală) Absorbit in GI G cu - %, bine absorbit dupa administrare rectala si intramusculara Medicamentul și metaboliții săi sunt eliminați în principal prin rinichi (aproximativ % nemodificat) Se acumulează în țesutul adipos, din care poate reintra în sânge Cu injecții repetate, apare dependența CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE Analgezice narcotice Morfina [ ] fluid biologic Urină Metoda de determinare Reactivi Acetonitril pentru cromatografie lichidă Soluție de acetat de amoniu , M Cloroform Izopropanol Bicarbonat de sodiu solid HCI concentrat Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Se pun ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, se adaugă ml de acid clorhidric concentrat ( - %) și se incubează timp de minute într-o baie de apă clocotită într-un vas cu capac cu filet După răcire, se adaugă bicarbonat de sodiu solid la pH , , după ce spuma se depune, se toarnă soluția! într-o pâlnie de separare și extras de două ori cu ml cu un amestec de cloroformizopropanol ( : ) Fazele organice sunt combinate, filtrate prin Na S anhidru şi evaporate la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - un amestec de acetonitril cu acetat de amoniu , M într-un raport de volum de : Viteza de eluare pl/min Timpul maxim de eliberare al medicamentului este de minute Cuantificare Metodă - calibrare absolută Limita de detecție ng/ml Interval terapeutic - - ng/ml; Toke conc > ng/ml Farmacocinetica - t / - ore; Vd - l/kg; C T - ml/min/kg; RV %; b - % Odată cu / în introducerea morfinei, efectul farmacologic maxim este atins după câteva minute, cu administrare l / c și / m - după minus În viitor, conținutul de morfină din sânge scade brusc Aproximativ % din morfina din doza administrată este excretată în urină în decurs de ore Cu toate acestea, urme de morfină pot fi detectate în urină după - de ore Până la % din doza administrată este excretată în bilă Cu utilizarea repetată a morfinei, aceasta se acumulează în păr și picioare Alte metode de cercetare ILC, RIA, ELISA, GC/MS fluorimetrie Notă Această metodă este potrivită pentru determinarea în comun a morfinei, codeinei și papaverinei (timpi de ieșire , și, respectiv, minute) Codeină [ , ] fluid biologic Urină Metoda de determinare Vezi articolul Morfina Timpul de ieșire al codeinei este de minute Interval terapeutic - - ng/ml; Toke conc > ng/ml Farmacocinetica - Tmax h (dupa administrare orala); / - ore; C T - ml/min/kg; Vd , l/kg; RV - % Codeina este absorbită relativ rapid după administrarea parenterală Metabolismul are loc în principal în ficat după administrare orală, aproximativ % din doză este excretată prin urină în de ore, r incluzând codeina liberă - % Cu administrarea / m, suma de Volumul I - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE codeina slabă excretată în urină după de ore este de - % Alte metode de cercetare GLC, GC/MS, RIA, ELISA Agenți chimioterapeutici Fluorochinolone Ofloxacin (tarivid) [ ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Metanol pentru cromatografie lichidă Tampon fosfat (pH ) Soluție de hidroxid de sodiu , N Cloroform Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Se introduce ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac sigilat, se adaugă µl de soluție de hidroxid de sodiu , N și ml de cloroform, se amestecă bine și se extrage timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - un amestec de metanol cu tampon acetat (pH ) într-un raport de volum de : Viteza de eluare , ml/min Timpul maxim de eliberare al medicamentului este de minute Cuantificare Metodă - calibrare absolută Limita de detecție ng/ml Gama Cherapstic - Ter conc dependent de microorganismul tratat Farmacocinetica -t / - ore; Vd - , l/kg; C m - ml/min; RV %; F - % SP ax după o singură doză orală de pg, pg, pg este , - , pg/ml , - , μg/ml, respectiv , - , μg/ml Absorbția și biodisponibilitatea tarividului sunt mari (mai mult de %) Tarividul pătrunde bine în aproape toate țesuturile și fluidele fiziologice Tarividul se găsește în urină în concentrații mari Mai mult de % dintr-o singură doză orală este excretată prin urină în de ore, în principal prin rinichi Boala de rinichi T t / și і C T Cu vârsta t / О Alte metode de cercetare HPLC cu detecție fluorimstrică Notă Această metodă este potrivită și pentru determinarea altor derivați de fluorochinolonă Lomefloxacină [ ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Vezi articolul Farmacocinetică - ТІпах , h; t / - ore; C T ml/min; Vd , l/kg; Spych , pg/ml Alte metode de cercetare HPLC cu detector fluorimtric CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE Antibiotice macrolide Eritromicină [ , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Acid orto-fosforic calitate analitica MeCN Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Puneți µl de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, adăugați µl dintr-o soluție standard internă ( µg/ml), µl dintr-o soluție saturată de carbonat de sodiu și ml de dietil eter, deșurubați-l prin vortex pentru de secunde; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este evaporat la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de PF Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detector - E, Shimadzu L-ECD- A PF amestec de MeCN cu mm soluție de fosfat dihidrogen de potasiu (pH , ) într-un raport de volum de : Viteza de eluare ml/min Timpul maxim de eliberare al medicamentului este de minute Cuantificare Metoda - standard intern Standardul intern este oleandomicină (timp de retragere - minute) Interval terapeutic - Conc, foarte variabil Farmacocinetică - Medicamentul este rezistent la acid; într-un mediu alcalin, se transformă într-un antibiotic cu spectru larg Pătrunde bine în ficat, plămâni, țesut osos, mușchi RV - % Excretat cu bilă nemodificată ( - %) Tmax , - ore t / , - , ore (la nou-născuți Î) Inhibă activitatea citocromului P- , încălcând biotransformarea NP-urilor prescrise simultan (crește concentrația de carbamazepină și teofilină în plasma sanguină și sporește efectul toxic al acestora) glicozide cardiace Digoxină [ , , , , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Acetonă izooctan diclormetan p-propanol metanol Etanol Apă oxigenată acid L-ascorbic Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Se pun ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, se adaugă µl dintr-o soluție de µg/ml dintr-un standard intern în etanol și ml de acetonă, se amestecă bine și se extrage timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm La stratul organic se adaugă ml dintr-un amestec de izooctan-diclormetan ( : ) agitați timp de minut și centrifugeți timp de minute la rpm Se îndepărtează stratul de acetonă și se evaporă sub un curent de azot la /OS, se adaugă ml dintr-un amestec de diclormetan - p-propanol ( : ), se extrage timp de minute, se centrifughează minute la rpm; se repetă extracţia, se drenează straturile ori a-nice şi se evaporă sub curent de azot la C Reziduul uscat este dizolvat în μl dintr-un amestec de metanol-apă ( : ) Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Analiza cromatografică Detector - fluor și metric (Xair - nm Ham - nm) PF - metanol : etanol : izopropanol : tampon ( : : : ) (tamponul se prepară prin amestecarea a , ml soluție de peroxid de hidrogen , % cu ml soluție de acid L-ascorbic ()() μg/ml; se amestecă în ore) Viteza de eluare , ml/min Timpul de eliberare maxim al medicamentului este de , minute Cuantificare Metoda - standard intern Standard intern - digitoxigenina (timp de eliberare , minute) Limita de detecție , ng/ml Interval terapeutic - , - , ng/ml; Toke conc > , ng/ml Farmacocinetica - Tmax - ore; t / - h; C m , ml/min/kg; Vd , l/kg; RV - %; F - % C m X în boli ale rinichilor și O la nou-născuți și copii Concentrațiile plasmatice ale medicamentului Î - msxilitin, procainamidă, ibuprofen chinină Alte metode de cercetare GLC, RIA, ELISA Notă În același timp, se pot determina digoxigenina, dihidrodigo-xigenina, dihidrodigoxina, furosemidul, spironolactona Medicamente antiaritmice Etmozin [ , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Metanol pentru cromatografie lichidă Etanol soluție de acid ortofosforic , % apă branhială Bidi-s Pregătirea unei mostre Se introduce ml de lichid biologic într-o eprubetă cu capac sigilat, se adaugă alcool etilic pentru a precipita proteinele, se amestecă bine și se extrage timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec Reziduul uscat este dizolvat în pl de eluent Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă PF - un amestec de metanol cu o soluție de , % de acid fosforic într-un raport de volum de : Viteza de eluare ml/min Timp maxim de eliberare min Cuantificare Metodă - calibrare absolută Limită de detecție ng/ml Gama terapeutică - Tsrap conc : variabil Farmacocinetica - - , h, V,, - l; C G , , l/min; RV %; F % Eliminarea se realizează în principal datorită biotransformării în ficat Medicamentul are o biodisponibilitate scăzută datorită efectului pronunțat de primă trecere, astfel încât doza este semnificativ crescută atunci când este administrată pe cale orală în comparație cu doza administrată parenteral În insuficiența cardiacă CIT , și concentrația acestuia în sânge T Pre pa CONTROLUL DE LABORATOR AL TERAPIEI MEDICAMENTE șobolanul pătrunde bine în inimă, ficat, rinichi Administrarea simultană cu inhibitori MAO este inacceptabilă, Alte metode de cercetare TLC Etacizină [ ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Vezi articolul Etmozin Gama terapeutică - Tsrap conc : variabil Farmacocinetica - t / , h; F % Alte metode de cercetare TLC Anticonvulsivante Carbamazepină (tegretol) [I , ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Cloroform Eti l acetat Eu Oksan MeCN Soluție de hidroxid de sodiu , M Apa este bidistilată Pregătirea unei mostre Introduceți μl de lichid biologic într-o eprubetă cu capac etanș, adăugați g de standard intern, μl de soluție de hidroxid de sodiu , M și ml de amestec de acetat de etil - cloroform ( : ), amestecați bine și se extrage timp de minute; apoi centrifugat timp de minute la rpm Stratul organic este transferat într-un balon de evaporare şi evaporat la sec La reziduul uscat se adaugă ui de eluent şi ui de hexan Pentru cromatografie este utilizată o alicotă ( pl) Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - un amestec de MeCN cu apă într-un raport de volum de : Viteza de eluare ml/min Timpul maxim de eliberare al medicamentului este de minute Cuantificare Metoda este un standard intern Standardul intern este carbamazepină- -hidroxid Interval terapeutic - - mcg / ml; Toke conc > ug/ml Farmacocinetică - t - h o dată doze și - ore de mai multe ori doze; V % C T Î în sarcină și X în patologia ficatului Există un metabolit activ care se poate acumula în insuficiența renală și poate modifica concentrațiile terapeutice și toxice ale carbamazepinei Concentrația carbamazepinei: cimetidină, eritromicină, izoniazidă, verapamil Notă Această metodă poate fi utilizată și pentru determinarea metaboliților carbamazepinei Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PRIVATE Antipsihotice Aminazină [ ] fluid biologic Ser, plasmă Metoda de determinare Reactivi Metanol pentru cromatografie lichidă Cloroform Trietilamina Apa este bidistilată Analiza cromatografică Detectorul este spectrofotometric cu o lungime de undă variabilă X - nm PF - cloroform-metanol-trietilamină ( : : , ) Viteza de eluare ml/min Timp maxim de eliberare min Cuantificare Metodă - calibrare absolută Limită de detecție ng/ml Gama terapeutică - Terapeutul conc: variabil Farmacocinetica - Tmax - ore; t / h; Vd - l/kg; RV - %; F - % Medicamentul suferă biotransformare în timpul primului pasaj prin ficat (sunt cunoscuți aproximativ de metaboliți) Pătrunde cu ușurință în țesuturi Mai puțin de % este excretat în urina unui bărbat homosexual neschimbat Medicamentul se caracterizează printr-o variabilitate pronunțată a nivelului său în sânge atunci când aceeași doză este administrată la diferiți pacienți La același pacient în timpul zilei, concentrația de clorpromazină în sânge poate varia de - ori, ceea ce nu afectează efectul terapeutic al medicamentului, dar afectează severitatea reacțiilor adverse Bibliografie Farmacologie clinică /V G Kukss A S Rumyantsev, B R Alperovich, I L Blinkov și alții // M : Medicină, - P Agafonov A A , Piotrovsky V K Programul M-IND pentru evaluarea parametrilor sistemici ai farmacocineticii printr-o metodă independentă de model a momentelor statistice I Khim farm zhur - - Nr - P Stanislavchuk I A , Pentyuk A A , Lutsyuk N B Metode de determinare a volților - pcna în material biologic // Khim farm zhurn - - Nr - Din Gulaganov A A , Volchsnok V I , Kukes V G , Arzamastsev A P Farmacocinetica clinică a ortofenului // Khim farm zhurn - Nr - P - Lansdorp D Metodă cromatografică lichidă de înaltă performanță pentru determinarea diclofcnacului și a metaboliților săi hidroxi în plasma și urină umană J Chromalogi, : - RE mic Diclofenac sodic Clin Pharm : Determinarea teofilinei în plasma sanguină prin cromatografie lichidă de înaltă performanță / B E Kushkenbasva, E T Gneushev, A P Arzamastsev // Rezumate ale rapoartelor II Congresul Farmaciştilor din RSSM, Chişinău ^ - S Aplicarea metodei de cromatografie lichidă de înaltă performanță pentru determinarea teofilinei în saliva umană / A P Arzamastsev, B E Kushkenbaeva E T Gneushev E M Kazmina, A I GTsoy și Rezumate ale lucrării;i IV Atot-Unirea simpozioane pe cromatografie lichidă moleculară, Alma-Ata, - - S - Kushksnbaeva B E Analiza cromatografică și farmacocinetica formelor de dozare ale teofilinei Insulta cand fermă Științe - - p Bloiiin RA, Elgerl JE, Bauer LA Thcophyîline clearance: Efectî of marked ОВЂВќ ОРсЫи КбсТРОЬЬ ЛВВВЂСВВЂВќ ТВВВЂВќ obcsity Clin Pharmacol şi Ther , : - , Evans WE, Schentag JJ, Jusko WJ (Eds ): Applied Pharmacokinetics -Principlcs of Thcrapeutic Drug Monitoring, a -a ed Vancouver WA, Applied Therapeutics, Inc , Haley, TJ: Metabolismul și farmacocinetica teofilinei la nou-născuții umani, copii și adulți Drug Metab Apoc , ; - [PubMed] Gilman AG, Rall TW, Nies AS și Taylor P (Eds ): The Phannacological Basis of Therapeutics, Ed a -a, New York, Pergamon Press, Inc , Forrest JAH, Clements LA și Prcscott LE: Clinică! farmacocinetica paracetamolului Clin Pharmacokinet , : - , Kaysen GA, Pond SM, Ropcr MH el al : Leziuni hepatice și renale combinate la alcoolici în timpul utilizării thcrapeutice a acetaminofenului Arc Intern Med , : , Farmacocinetica naproxenului după ora! administrarea a două formulări de tabiet la voluntari sănătoși /Aarbakkc J , ct al // Int J Clin Pharmacol , Ther , Toxicol iunie ( ), - Echizen H și Eichelbaum M : Farmacokineta clinică ic '> verapamil, nifedip-ină și diltiazem Clin Pharmacokinet : - , Kleinblocscm CH, Van Bnimmelen P van Harten T et al: Nifedipme: Inllucnce of renal function on pharmacokinetic / hemodynamic relation Clin Pharmacol Ther , : - , Hansten PD și Horn JR (eds ): Drug Interactions, a -a ed Philadelphia Febiger, Lawrence S Olanoff, Wallc T, Cowart D ei al Efectele alimentare asupra clearance-ului sistemic și oral al propranololului: Sprijin pentru o ipoteză a fluxului sanguin / Clin/ Pharm și Therap Octombrie V N str Mc Lean A LJsbistcr C JBobik A , Dudlcy FJ Reducerea clearance-ului hepatic de prim pasaj al propranololului prin alimente Clin Pharmacol Ther ; : - Efectul cimetidinei asupra eliminării medicamentelor renale și hepatice: Studii cu triamteren / Murray R Muirhcad, B Sc (Hons ), Andrew A Somogyi, Ph D , Paul E Rolan, M В , BS și Felix Bochner MD // Clin Pharm and Therap Octobcr p V № Somogyi A și Gugler R : Farmacocinetica clinică a cimetidinei Clin Pharmacokinet , : - Somogyi , and Gugler R,: Drug interaclion with cimetidine J Clin Pharmacol , : - , Hasegawa J Lin ET Williams RL ct al Farmacocinetica triamterenului și a melaboliților săi la om J Pharmacokinet Biopharm : : - Gilfrich HJ, KremerG , Mohrkc W el al Farmacokine-tice ale triamterenului după administrarea iv de biodisponibil EURO J Clin Pharma-col ; : - Ptachcinski RJ, Vcnkataramanan R și Burchkart GL: Clinical pharmacoki-nclics of cyclosporin Clin Pharmacokinet , : , Agc dependent cyclospoi inc: Pharmacokinetics in marrow transplant rccipients / • Gary C Yee, Pharm D Thomas P ct al / Clin Farmacia și Ther Octobcr V , N , p - Gmur DJ, Yec GC, Kcnnedy MS Metodă cromatografică de înaltă performanță cu comutare de coloană pentru măsurarea ciclosporinei în senini LChromatogr ; : - Volumul II - TEHNOLOGII ANALITICE PARȚIALE Arystanova G I Utilizarea integrată a metodelor optice și cromatografice în analiza preparatelor de derivați de , -benzodiazepină Abstract Candidat la Științe Farmaceutice M - - str S K Eremin, B N Izotov, N V Veselovskaya Analiza medicamentelor M - - p Langner JC, Gan VK, Liu RH și colab : Digestie enzimatică, extracție în fază solidă și cromatografie gazoasă/spectrometrie de masă a oxazepamului intact derivatizat în urină Clin Chem , : - , Baselt RC Monitorizare analitică și toxicologie de urgență, nd cd Davis, CA, Publicații biomedicale, Greenblatt DJ Farmacocinetica clinică a oxazcpamului și lorazcpamului Clin Pharmacokinet , : - , Clarke EGC: Clarke s Isolation and Identificalion of Drugs in Pharmaceuticals, Body Fluids and Post-Mortcm Material, Londra, The Pharmaceutical Press, Sadee W și Beelen GCM: Monitorizarea nivelului de droguri New York, John Wiley and Sons, Stanski DR, Paalzow și Edlund PO: Farmacocinetica morfinei: test GLC versus radioimunotest J Pharm sci , : - , Guay DRP, Opsahl Ja, McMahon EG et al : Siguranța și farmacocinetica dozelor multiple de ofloxacină intravenoasă la voluntari sănătoși Antimicrobian agenţi Chemother , : - , Lampa KC, Bailey EM și Rybak MJ: Farmacocinetica clinică a ofloxacinei Clin Pharmacokinet , : - , Tietz NW (Ed ): Fundamentals of Clinical Chemistry, ed a -a Philadelphia, WBSaundcrs Co , Gusel V A , Markova I V Manualul medicului pediatru de farmacologie clinică Leningrad - Medicină, Bertilsson L Farmacocinetica clinică a carbamazepinei Clin Pharmacokinet , : - , Ham ano SR, Blouin RA, McAllister RG Farmacocinetica clinică a vera-pamilului CI in Pharmacokinet , : - , Johnsson G , Regardh CG Farmacocinetica clinică a medicamentelor de blocare a receptorilor P-adrc Clin Pharmacokinet , : - , McNeil JJ , Louis WJ Farmacocinetica clinică a labctalolului : - , 'Embrcc, L ; McF rlane, KM Dezvoltarea unui test fluorogcnic lichid cromatografic-post-coloană de înaltă performanță pentru digoxm în ser J Chromatogr , , , - George Lunn și Normări R Schmuff Metode HPLC pentru analiză farmaceutică, Yazan, Y,; Bozan, B Analiza rapidă a verapamilului în plasmă prin HPLC cu fază inversă Pharmazie, , , - Lanchote, VL; Bonato, PS: Campos, GM; Rodrigues I Factori care influențează concentrațiile plasmatice de carbamazepină și carbamazepinc- ,ll-epoxid la bolile epileptice și la adulți Thcr Drug Monit , , , - Kato, Y ; Yokoyama T ; Shimokawa, M ; Kudo, K ; Kabc J ; Mohri, K Detcrminarea eritromicinei în plasma umană și sânge integral prin cromatografie lichidă de înaltă performanță J Liq Chromatogr , , , - Указатель аналитов Celulele adventice Acanthamoeba Aminazin Anafilotoxine (C a, C a, C a) Anchilostoma , Anticorpi citoplasmatici anti-neutrofili (ANCA) Anticorpi antinucleolari - la histonele , -la DNA , І - la dezoxiribonucleoproteina la factorul nefritic - la rionucleoproteina , - la GNA polimeraza i - la fosfolipide - Ro/SS-A , - Scl- (topoizomeraza ) - Sm , Anticorpi anti-celule endoteliale a- -antitripsină a- -antichimotripsină Anticorpi antinucleari (factori antinucleari) Ascaris e Atenolol Autoanticorpi care circulă Bazofile , , , balantidia , earbital de sodiu Conținutul de zelk non-histone din nucleul celular Celulele Berezovsky-Sternberg , Blastocistul Explozie, nediferențiate , Verapamil factor Willebrand Virusul hepatitei B (VHB) Virusul hepatitei C celulele Isospora Imunoblaste Imunoglobuline Complexe imune circulante (CEC) Indometacin Carbamazepină Indicele cariopicnotic Glicoproteină a- -acid Pusnic, mărimea - Elefant Sodeine Soccidia intestinală Complement, C INH -C\^ - componenta SZ - componenta C , Cofeina Crioglobuline Cryptosporidium , Labetalol Celulele gigantice Lankhgans-Pirogov Celulele Langerhans Formula de leucocite Leucocite, glicogen - a-glicerofosfat dehidrogenaza - dehidrogenaza - proteina cationică - fosfataza acidă - a-naftil acetat esteraza acidă - lipide - mieloperoxidaza - naftol-ĂS acetat-esteraza - naftol-ĂS- D-cloroacetat-esteraza - esterazele nespecifice SDH - coeficientul citochimic mediu pentru enzime individuale (MCC) - indice citochimic mediu - numărul în sânge - fosfataza alcalina Leishmania , Tenia lata Limfoblastele , Limfocitele , , , Limfocitele B Limfocitele T - subpopulatii Lomeflocanin Giardia , Macrofage Malarial Plasmodium , Megacarioblaste Megacariocite , , Complex de atac membranar (SC b- ) Metagon sunt Metamielocite , iMyeloblast! , Mielocite , , Mielocariocite Mycobacterium tuberculosis '' Coplasma hominis icrofilariae , , , anticorpi specifici iozitei anticorpi itocondriali Indicele prognostic morfometric multivariat Monofins Monocite , , Morfina m m m m Naproxen Chegleria Neutrofile , , , Checker Chematode Cheoptsrin Chifedipină Normoblaste, bazofile , - policromatofil - oxifil , Activitatea hemolitică totală a complementului - modul clasic (SN ) - traseu alternativ (AN ) Oxazepam Oxiuri Oflokatsin Factori reumatoizi Reticulocite Receptori pentru complement Indicele ARN ARN, conținut în nucleul celulei , Sarcochist bovin - carne de porc Neutrofile nucleare segmentate , , , Sideroblaste Siderocitele Indicele de pliere Sclerodermie și anticorpi puternici Indicele de înghesuire sau grupare Indicele de maturare (IP) - - numeric (NUMĂR) / Proteina C reactivă Proteina amiloid A seric alotipuri C Teofilina Anticorpi tiroidieni Toxocara Toxoplasma , Ouă de trematod în fecale Triamteren Tripanozomi Trichinella , Trombomodulină Trombocite, volum total (trombocrit, PCT) - indicele de anizocitoză (PDW) - volum mediu (MPV) - număr în sânge Trofozoiții de malaria Plasmodium Neutrofile înjunghiate Paragon im , I I Aracetamol Celule plasmatice (plasmocite) , , , Pneumochist Indicele celulelor de suprafață Cromatina sexuală Receptorii de progesteron Produși de scindare ai componentelor complementului derivați de , -benzodiazepină Indicele de activitate proliferativă (ILA) , II rol și morfocite Promegacariocite Promielocite Promonocite Pronormoblaste , Propranolol Receptori solubili - interleukina- factor de necroză tumorală Acnee intestinală , Ureaplasma urealiticum Fazele ciclului celular, numărul de celule în fazele Go/i, S G +M Fenobarbital Fibrinogen Fibroblaste , Fibrocite Furosemid Chlamydia trachomatis celule Hodgkin , Cromatina sexuală , Cromozomi, număr, set Indice de culoare Ceruloplasmin Lanț de tauri - pitic - carne de porc Ciclospor Ciclosporină Cimetidină Schizonții Plasmodium ai malariei Schistosoma Manson - japoneză Entameba , , Celulele epitelioide Eozinofile , , , Eritroblaste , Eritrocariocite Eritromicina Eritrocite, deficit de glucozo- -fosfat dehidrogenază - diametru morfologie - volum total (valoarea hematocritului) - rezistenta osmotica - indicele de anizocitoză (RDW) - rata de decontare - diametru mediu (SDE) volum mediu - numărul în sânge Receptorii pentru estrogeni Etaminal-sodiu Acest qi ching Etmozin Efedrina Echinococcus Nucleu celular, diametrul , - volumul - zona , - perimetrul Raportul nuclear-citoplasmatic , / , Gradul de risc morfometric nuclear (N ISS) Dioctophyme renale Fasciolopsis buski Schistosoma haematobium Taenia sobum Trichomonastenax Trichomonas vaginalis , Trichostrongylus spp Indexul tehnologiei analitice Acanthamoeba în LCR, metode de detectare Amebiaza imunodiagnostic extraintestinal Cultivarea ouălor de vierme Anticorpi la metodele de detectare a ADN-ului Anticorpi la determinarea cardiolipinei metoda ELISA Definiții ANNA metoda ELISA Determinări ANCA NIF-metoda Anticorpi anti-celule endoteliale ELISA-metoda Bazofilele din măduva osoasă sunt Bazofile în hemoleucograma Detectarea trofozoiților de Balantidia Blasturi nediferențiate în numărul măduvei osoase (mielogramă) - în punctatul ganglionilor limfatici numărarea (limfadenogramă) Protein blotting Testul Waaler-Rose Detectarea virusului hepatitei B, metoda PCR Detectarea virusului hepatitei C, metoda PCR Definiția anticoagulantului lupus Celulele lupusului, metode de cercetare Contraimunoelectroforeză (VIEF) Testul de educație Heinz-Ehrlich Taur de Deutsche Detectarea helminților, metode macroscopice Stadiile diagnosticului helminților și protozoarelor metode de detectare microscopică - continutul duodenal si bila - în spută - în urină - în fecale Hemaglutinarea metopei Hemoglobina, determinarea nivelului sanguin în eritrocite, calculul concentrației medii calculul conţinutului mediu Metoda de determinare a fracţiilor de hemoglobină (Ă ,F) II Parametrii geometrici ai analizei celulelor Anticorpi pentru mușchiul neted NIF-metoda Metoda de determinare a glicogenului în leucocite Metoda de detectare a a-glicerofosfat dehidrogenază în leucocite Metode de detectare a deficitului de glucoză- -fosfat dehidrogenază în eritrocite , Colorarea ADN-ului - diferential in celule fixe (acridina portocala) - un amestec de coloranți Bromură de etidio și mitramicină - Fluorocrom DAPI ' Metode de detectare a izosporilor de oochisturi Precipitarea complexului imun (metoda PEG) Numărarea imunoblastelor din punctatul ganglionilor limfatici (limfadenogramă) Imunoblotting Imunodifuzia radială , Imunoprecipitarea proteinelor marcate ELISA , , - metoda în fază solidă - metoda "sandwich" Imunofluorescență Imunoelectroforeză , Calculul indicelui ADN (IDIIK) / Calculul indicelui celulelor de suprafață Numărul indicelui de proliferare , Număr de index de pliere Index de aglomerare sau număr de grupare de celule Numărarea indicelui de maturare PIC care conține nA Detectarea IgM-factorului reumatoid determinarea metodei ELISA Ki ryometriya , Numărarea indicelui cariopicnotic (KI) Proteina cationică din leucocite op- metode de împărțire , metoda de determinare a alfa-naftil acetat esterazei Metoda de determinare a fosfatazei acide Analiza celulelor sanguine pe analizoare hematologice Elemente celulare de căutare a inflamației în frotiurile materiale Prescripția conservanți pentru probe de fecale Metode de determinare a crioglobulinei , Metode de detectare a oopistului Cryptosporidium Test x întârziat Metode de concentrare a leucocitelor , Număr de formule de leucocite Număr de leucocite în hemograma Raportul leucoeritroblastic în calculul mielogramei Metode de detectare a amastigotului Leishmania , , Leishmania derma gotropic amaci și goth într-un specimen de biopsie dintr-un ulcer cutanat, detectarea Metoda HPLC de determinare a medicamentelor Studiu de limfadenogramă Limfoblaste și limfocite în hemoleucograma (formula leucocitară) Limfoblaste și limfocite în puncția ganglionilor limfatici (limfadenogramă) , Limfocite în conținutul măduvei osoase (mielogramă) Limfoclasificarea limfoclaselor Immunograme Metoda de determinare a lipidelor în leucocite Metode de detectare a trofozoitului Giardia Numărarea macrofagelor din punctatul ganglionilor limfatici (limfadenogramă) , Metode de detectare a Plasmodiumului malaric - Megacariocite din măduva osoasă sunt Metamielocite din hemoleucograma (formula leucocitară) Metamielocite, conținut neutrofil din măduva osoasă (mielogramă) Mieloblastele și mielocitele din conținutul măduvei osoase (mys-logram) Mieloblaste și mielocite din hemoleucograma (formula leucocitară) , Mielograma, metoda Arinkin Mielocariocite din măduva osoasă Metode de determinare a mieloperoxidazei în leucocite Metoda PCR de detectare a Mycobacterium tuberculosis Metoda PCR de detectare a micoplasmei Detectarea microfilariilor în sânge Detectarea microfilariilor în secțiunea pielii Metode de determinare a anticorpilor mitocondriază Monoblaste și monocite în hemograma (formula leucocitară) Conținutul de monocite în numărul de măduvă osoasă (mielogramă) Metode morfometrice de cercetare celulele a-Naftil acetat esterază în leucocite determinarea metopei Metoda de detectare a naftol-AS-Acstate esterază în leucocite Metoda de detectare a naftol-AS-D-cloroacetat esterază în leucocite Negleria în metoda de detectare a LCR Numărarea neutrofilelor din punctatul ganglionilor limfatici (limfadenogramă) , Nematode de ouă și larve în preparate de Yekaliia metode de detectare determinarea eopterinei în ser metoda RIA I (determinarea eopterinei în urină metoda HPLC Metoda fluorescenței indirecte (NIF) Nefelometrie , , , Test de recuperare a tetrazoliului cu nitroblue (test NCT) , Număr de normoblaste în măduva osoasă (mielogramă) Activitatea hemolitică totală a complementului căii clasice op-deleție, metoda CH Cea mai mare activitate hemolitică a complementului de determinare a căii alternative, metoda AN Colorarea microorganismelor în frotiuri - portocaliu de acridină de gențiană sau violet de metil - tionina carbolica Nicolas - albastru de metilen Loeffler ^magenta de bază după Pfeiffer - conform Gram pentru frotiurile - conform Romanovsky-Giemsa - picătură groasă / Colorarea preparatelor citologice, metode hematoxilină și eozină după Alekseev după Giemsa după Leishman după Papanicolaou - conform software-ului Papanicolaou-Kunitz - conform lui Papanicolaou-Rudenko /// - conform Pappenheim conform Romanovsky-Giemsa Colorarea preparatelor citologice, metode speciale - Hematoxilina lui Ehrlich - pentru hemosiderina IIerls - pentru likogen - pe ADN conform Felgen - pentru fosfataza acidă conform Bark' - pentru lipide - pentru esterază nespecifică Heiho pentru nucleoli - pentru peroxidaza - pe ARN conform Brache - pentru mucus - alcool acid clorhidric Metode de diagnosticare imunologică a enzimei opistorhiază Metode de detectare a ouălor de oxiuri Înjunghiați neutrofilele în hemograma (formula leucocitară) Numărarea celulelor plasmatice din măduva osoasă (mielogramă) Numărarea celulelor plasmatice din punctatul ganglionilor limfatici (limfadenogramă) Celule plasmatice din hemograma (formula leucocitară) Ploshali și metodele de măsurare a perimetrului celulei Determinarea cromatinei sexuale în celulele tumorale Metode de precipitare pentru determinarea CIC Numărarea prolimfocitelor din punctatul ganglionilor limfatici (limfadenogramă) Numărul de promielocite neutrofile din măduva osoasă (mielogramă) Promielocite din hemoleucograma (formula leucocitară) Numărul de pronormoblaste din măduva osoasă (mielogramă) Metode de detectare a formelor vegetative intestinale protozoare Colorarea cu tricrom a chisturilor și trofozoiților intestinali protozoare Chisturile intestinale protozoare în metodele native de detectare a frotiului Citometria în flux Tehnica de pitometrie translucidă pentru analiza simultană a ploidiei, a numărului de celule în diferite faze ale ciclului celular și a expresiei genei p în celulele tumorale Test radioimuno Metoda de determinare a receptorului de interleukină- solubil Determinarea metolului receptorului factorului de necroză tumorală solubil Test de fixare a complementului Număr de reticulocite, , Cuantificarea receptorilor de progesteron în citosolurile tumorilor mamare Cuantificarea receptorilor de estrogen în citosolurile tumorilor mamare Neutrofile sementonucleare din hemograma (forma leucocitară ia) Detectarea sideroblastelor Detectarea siderocitelor Metode de detectare a proteinei C reactive Metode de detectare a larvelor strongiloide Determinarea succinat dehidro, enază în leucocite, metoda Determinarea anticorpilor tiroidieni metoda ELISA Metoda imunologică de diagnosticare a toxocariozei Metoda imunologică de diagnosticare a xoplasmozei Tc Toxoplasma în metoda de detectare a LCR Metode de detectare a ouălor de gnematod Examenul histologic al trepanatului cerebral celular Metode de detectare a tripanosomului - în sânge - în ganglionii limfatici - în lichidul cefalorahidian Metode de detectare a Trichinella - in sapun biota ■ -SUIIZH Diagnosticarea trichinelozei ELISA Metode de detectare a Trichomonas Studiul culturii Trichomonas Calculul trombocritului (PCT) / Definiția T rgmbomodulină (forma solubilă) Numărul de trombocite pe hemoleucograma , , Volumul mediu al trombocitelor (MPV) CEC metoda definirii urbidimezoice Numărarea mastocitelor din punctatul ganglionilor limfatici (depogramă limfatică) ' Ureaplasma urealiticum detecție PNR metol factorul von Willebrand al componentei antigenice este detectabil prin metoda ELISA Elutriarea fecalelor metol Metoda de decantare a fecalelor Hc-midiile trachomatis revelatoare metoda PCR / Index de culoare șters Metode de detectare a ciclosporilor de ouă Metode de detectare a oocisurilor ciclosporilor CEC, metode de determinare , Cisticercii larvelor în detecția probelor de biopsie tisulară Examinarea citologică a biopsiei și a materialului chirurgical material de perforare - material endoscopic Studii citochimice Numărul de cromozomi din nucleul celulei numără Număr de indice numeric de maturare (NUM) / Metode de determinare a fosfatazei alcaline în leucocite , Electroforeza proteinelor , Electroforeza cu imunofixare Metoda de detectare a trofozoitului Entameba Eozinofile în hemoleucograma (formula leucocitară) Eozinfilele din măduva osoasă (mielogramă) Eozinofile în punctatul ganglionilor limfatici (limfadenogramă) Conținutul de eritrocite în numărul de măduvă osoasă (mye ju ramma) Calculul indicelui de anizocitoză a eritrocitelor (RDW) Numărul de erisrocite în hemograma , Studiul morfologiei eritrocitelor (microscopie cu frotiu de sânge) Eritroitometrie Determinarea eritrocitelor volumului total (valoarea hematocritului) Determinarea eritrocitelor rezistenței osmotice determinarea vitezei de sedimentare a eocitelor □calcularea diametrului mediu inferior (SDE) Eritrocite volum mediu < calcul I) chinococoză, metode de diagnostic imunologic Noi culmi în diagnosticul de laborator Dep "Roche Diagnostics" * Hoffmann-La Roche" CJSC "Roche-Moscow" Moscova Smolnaya, D Turnul Comercial Meridian Tel ( ) - , - , Fax ( ) - • echipamente și reactivi pentru chimie clinică - analizoare biochimice de diverse arbitrare COBAS INTEGRA HITACHI COBAS MIRA PLUS • echipamente și reactivi pentru imunofertilitate (c) și electro- analiza trochemiluminiscente - i est-sisteme si automate anal si chatora EL ECS YS IO ELECSYS I COBAS C ORE Echipamente si reactivi COBAS COREII pentru studii de hemostaza - analizoare automate si semiautomate STA Compact START • echipamente si sisteme de testare pentru analiza PCR - avaliator automat Analizoare semiautomate COBAS Amplicor de la Perkin Elmer Gene Atr RE și RE • diagnosticare expres - analizoare portabile și benzi de testare pentru analize de sânge și urină REPLOTRON MIDITRON Junior MIDITRONM mijloace de autocontrol în diabetul zaharat - aparate compacte și benzi de testare pentru determinarea nivelului de glucoză și colesterol din sânge, sisteme vizuale GSS pentru determinarea glucozei, corpi cetonici albumină în urină GLUCOTREND ACCLTREND GC Testul Diabur Kefur-TesL Micral-Test diagnostice 